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Zur Einführung 

Die Bedeutung der Erforschung der Vitamine ist durch die zahlreichen 
Ergebnisse der letzten Jahre klar und eindringlich hervorgetreten. Verschiedene 
groBe wissenschaftliche Tagungen haben als Hauptthema die Vitaminlehre 
behandelt und damit zum Ausdruck gebracht, daB diese in der praktischen 
Medizin ebenso wie in der medizinischen Eorschiing und auf ihren Grenz- 
gebieten Gegenstand lebhafter Anteilnahme ist. 

Allerdings zeigte sich dabei, daB die Vitaminlehre trotz der Vk?len sicher- 
begründeten Grundtatsachen noch kein fertiges Gebàude darstellt.' Es bedarf 
noch der mühevollsten experimentellen Kleinarbeit, bis es moglich sein wird, 
die EinzeJbausteine sinnvoll miteinander zu verbindon, und es bedarf gleich- 
zeitig einer Sammlung von sorgfàltig klinisch beobachteten Krankheitsfallen, 
an denen alJein geprüft werden kann, wie weit die im Experiment lestgcstellten 
Tatsacben fur die praktisehe Medizin Bedeutung haben. 

Wie bci jedcr neuen Entdeckung, so ging es auch in der Vitaminforsehung : 
es wurden die gefundenen Tatsaelien zunàchst weit überschatzt und zum Teil 
wurden Eeststellungen an niederen Laboratoriumsti(?ren olme weiteres auf die 
rnenschliche Ernàhrungslehre übertragen. Manche noch nicht aufgeklàrton 
Krankheitszustànde wurden mit einer derartigen schwaclnui oder sogar leicht 
angreifbarcm Begründung als Avitaminosen gedeutet. Hier mu B eine kritische 
Eorschiing einsetzen, die zu rasch ins Kraut geschossene theoretische Gebilde 
besoitigt und zunàchst die Erage zu klàren v('rsucht, wie hoch der eigentliche 
Vitaminbedarf des Menschen in deii verschiedenen Alters- und Lebenslagen ist. 
8chon heute wird man auf Grund einfacher Überlegungen behaupten konnen, 
daB echte Avitaminosen beim Menschen nur unter ganz besondercn Ernàhrungs- 
verhàltnissen auftreten, aJso selten sind. Trotzdem handelt es sich um eines 
der aussichtsreichsten Eorschungsgebiete in der heutigon Medizin, Biologie und 
Chemie, weil die Untersuchungen über den Vitamingehalt der ticrischen Organe 
(‘inerseits und der pflanzlichen auf der anderen Seite voraussichtlich erst dazu 
führen werden, daB wir auch einen relativen Vitaminmangcl beseitigen und den 
Menschen gewissermaBcn auf dem kürzesten Wege richtig ernàhren lernen. 
Nur unter Zuhilfenahme der experimentellen Vitamiri-Testmethoden wird es 
uns gelingen, aile die Einflüsse zu erforschen, die z. B. Art und Menge der Vi- 
tamine in den Pflanzen ^u àndern vermôgen. Angefangen von Untersuchungen 
des Vitamingehaltes der Gràser und Kràuter, die als Vitaminquelle für unsere 
Milchtiere dienen, bis zu den vom Menschen genossenen Gemüsen und Erüchten 
wird allmàhlich ailes, was als Vitaminspender in Erage kommt, untersucht 
werden müssen und es werden sich erst dabei Methoden der besten Pflanzen- 
und Gemüseaufzucht ergeben. Ein anderes, weiteres Eorschungsgebiet stellen 
die erst kürzlicli aufgedeckten Beziehungen zwischen Hormonen und Vitaminen 
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dar, das nur unter Anwendung sàmtlicher bekannter und brauchbarer Vitamin- 
Testmethoden bearbeitet werden kann. 

Wir besitzen heute zwar mehrere zusaramenfassende Darstellungen über 
die Vitamine oder die Avitaminosen, die in kurzer oder breiter Form die bisher 
wichtigsten Forschungsergebnisse cnthalten, es fehlt aber an einer brauchbaren, 
zuverlàssigen Anleitung zur Ausführung der neuesten Vitamin-Testmethoden. 
Sehr viele methodiscbe Arbeiten sind in der auslàndischen Literatur, nament- 
lich der englischen und amerikanischen, erschienen. Deshalb waren wir bei 
unseren eigenen Vitaminarbeiten z. B. gezwungen, uns aile methodischen An- 
ieitungen, die grôBtenteils in der auslàndischen Literatur erschienen sind, mühe- 
voU zusammenzusuchen. Darüber hinaus lieB es sich oft nicht umgehen, 
die verschiedenen, für ein und dasselbe Vitamin angegebenen Testmethoden 
selbst nebeneinander durchzuführen, um zu prüfen, welche davon für die von 
uns anzugehende FragesteUung die geeignetste und zuverlàssigste wàre. Es ist 
ja nicht moglich, bei der Verschiedenheit der gestellten Aufgabe jeweils mit 
ein und derselben Testmethode zum Ziel zu gelangen. Ein Beispiel môge das 
erlàutern. Man bestimmt gewohnlich das Vitamin D mit Hilfe rachitogener 
Diàten, indem man junge Ratten damit füttert und die zu prüfende Substanz 
prophylaktisch oder therapeutisch verabreicht. Diese rachitogenen Diàten 
weisen aber nicht nur einen D-Mangel auf, sondern auch ein gestortes Verhàltnis 
Ca zu P. Enthàlt also die zu prüfende Substanz schon geringe Mengen Phosphate, 
so kann allein durch diese Phosphatzulage die Ratte vor Rachitis bewahrt 
bleiben und so ein Vitamin D-Gehalt vorgetàuscht werden. Bei der Untersuchung 
einer solchen Substanz muB man also dann entweder die zu untersuchenden 
Substanzen verseifen, um das Vitamin zu extrahieren oder man muB eine der 
anderen nicht über die Erscheinungen der Rachitis führenden Testmethoden 
anwenden, also z. B. deii Wachstumstest oder den Knochenkalktest. Die 
Kost der Tiere muB dabei ira Hinblick auf den sonst entstehenden Fehler die 
Mineralien in normaler Zusammensetzung enthalten. 

Wir haben im Laufe der letzten Jahre bei diesen Arbeiten nicht nur eine 
ansehnliche Sammlung von methodischen Vitaminarbeiten und Mitteilungen 
anderer Autoren, die so liebenswürdig waren, uns durch Übersendung ihrer 
Arbeiten oder personliche Auskünfte zu unterstützen, angelegt, sondern wir 
haben auch in der Ausführung vicier Vitamin-Testmethoden mancherlei eigene 
Erfahrungen auf diesem Gebiet erlangt. 

Der Leiter meines Laboratoriums, Dr. phil. Bomsko v , hat es mm auf moine 
Anregung hin unternommen, in diesem Buch die Methoden der Vitamin - 
forschung in systematischer Weise an Hand der Sammlung fremden und 
eigenen Materials darzustellen. Der Zweek des Bûches ist es, allen denjenigem 
Forschern, die auf dem Vitamingebiet sich unterrichten oder selbst arbeiten 
wollen, eine zuverlàssige Anleitung zur Durchfühnmg der Testmethoden zu 
bieten. Um eine brauchbare Beobachtung und Beurteilung der experimen- 
tellen Nàhrschàden zu ermoglichen, werden auBerdem sàmtliche Verànderungen, 
welche die Tiere bei den Avitaminosen zeigen, auch wenn sie nichts mit der 
Testmethode zu tun haben, genau geschildert. Weiter enthàlt das Buch die 
wichtigsten Angaben nach dem heutigen Stande unserer Kenntnisse über die Ent- 
stehung und Bildung der Vitamine, ihr Vorkommen in der Natur und im Orga- 
nismus und ihre Speichenmg in den verschiedenen Organen, weil gerade diese 
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für die Auswertung von grôfiter Wichtigkeit ist. Auch der Bedarf der einzelnen 
Tierarten an den Vitaminen wird, soweit hierüher heute Untersuchungen vor- 
liegen, angegeben. 

Dr. Bomskov hat mit Recht nicht einfach eine Testmethode nach der 
anderen anfgenommen, sondern hat nur solche ausgewàhlt, die sich als wirklich 
brauchbar und zuverlàssig erwiesen haben. Noch umstrittene Methoden werden 
von ihm nur kurz anhangsweise erwàhnt und unsichere kurzerhand über- 
gangen. Seine eigene chemische und biologische und namentlich experimentell 
praktische Erfahrung, die er wàhrend seiner Sjahrigen Tàtigkeit in meiner 
Klinik in enger Fühlung mit uns Klinikern gesammelt hat, berechtigt ihn 
zu dieser kritischen Auslese. 

Aus der ursprtinglich geplanten kleinen Einführung ist ein Buch geworden, 
dessen reicher Inhalt hoffentlich allen denen, die es in Gebrauch nehmen, die 
besten Dienste und mancherlei Anregung bieten wird und ihnen namentlich 
die groBe Mühe und Arbeit ersparen wird, die der Verfasser auf sich ge- 
nommen hat. 

Rominger 



Vorwort 


Die Vitaminforschung, eines der groBen Grenzgebiete zwischen Chemie und 
Medizin, ist aufgebaut einerseits aiif rein chemischen Methoden, andererseits 
auf den Methoden der experimentellen Medizin. Nur die enge Zusammenarbeit 
zwischen Vertretern der beiden grofien Disziplinen ermôglichten es bisher, die 
Schwierigkeiten, die sich für den einen oder anderen bei der Handhabnng der 
seinem Fach fremden Methoden ergaben, zu umgehen. Es ist der Zweck des 
vorliegenden Bûches, an der Beseitigiing dieser Schwierigkeiten mitzuhelfen. 

Die Methodik der Vitaminforschung soi! dem Chemiker die Moglichkeit 
an die Hand geben, seine Substanzen und Konzentrate im Tierversuch aus- 
zuwerten. Für den Mcdiziner, der sich experimentell mit den Nàhrschàden be- 
faBt und dem die chemischen Methoden ferner liegen, sind die Kapitel be- 
stimmt, in denen Darstellung und Reinigung der Vitaminextrakte beschricben 
werden. 

Die Durchführung der Tierversuche ist bis ins oinzelne goschildert, da 
es bekanntlich Voraussetzimg d(‘s Gelingens solchcr Vcrsuchc ist, aile zuerst 
vielleicht nebensàchlich erscheinenden Bedingungen auf das genaueste ein- 
zuhalten. Andererseits wurde aber auch auf die ausführliche Wiedergabc^ der 
Darstellungs- und Extraktionsverfahren Wert gelegt, um dem Mcdiziner nach 
Moglichkeit die Arbeit zu erlcichtern. SchlieBlich wiirdeii auch aile Methoden 
beschricben, die es gestatten, auf chemischem Wege ein Vitamin auszuwerten. 
Die meisten konneii heute noch nicht den Tierversuch crsetzen. Sie sind trotzdem 
angeführt, aïs begrü Bons we rte Ansàtze zu Verfahren, die uns vielleicht spàter 
einmal eine Bestimmung der Vitamine, ohne Tierversuch, ermoglichen werden. 
Aile anderen nicht direkt mit der Methodik zusammenhàngenden Arbeiten 
wurden, sofern sie wiehtig erschienen, nur kurz gestreift. 

Die Literaturangaben wurden beschrànkt. Für die nichtmethodischen 
Kapitel verweise ich, um Wiederholungen zu vermeiden, auf die Handbücher: 
Sherman-Smith, The Vitamins, New York 1931; Browning, The 
Vitamins, London 1931, und Scheunert, Die Vitamine 1933, im Hand- 
buch der Lebensmittelchemie. 

Kiel, den 1. September 1934 

Christian Bomskov 
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Allgemeiner Teil 


Définition dés Vitaminbegrifis, Klassifizierung der Vitamine 

,, Vitamine sind organische Verbindungen, die in kleinster Menge dauernd 
dem tierischen Organismus zugeführt werden müssen, um die Erhaltung oder 
Vermehrung der Zellsubstanz zu ermôglichen und die normale Funktion der 
Organe zu gewahrleisten. Nur dann sind derartige Stoffe als Vitamine zu be- 
zeichnen, wenn sie un ter geeigneten Bedingungen bereits in einer Menge wirksam 
sind, deren Kleinheit ihre Verwendung zur Kalorienlieferung sowie als direktes 
Baumaterial der Zellsubstanz ausschlieBt, und wenn die Zelle selbst zu ihrer 
Totalsynthese von sich aus nicht befahigt ist. Hierfür ist es gleichgültig, ob diese 
Stoffe vôllig fertig mit der Nahrung zugeführt werden müssen, oder ob sie in 
Form unwirksamer Vorstufen in die Zelle eintreten und erst hier in das Vitamin 
umgewandelt werden (Carotin), oder endlich ob ihre Bildung in der Zelle zwar 
môghch, aber von exogenen Momenten chemischer oder physikalischer Art 
(Zufuhr von kleinsten Bausteinen, von katalytisch wirksamen Substanzen, von 
strahlender Energie) abhàngigist (Vitamine BgUndD). (SteppundKühnaul).) 

Die Loslôsung der Vitamine von den Hormonen ist an sich nicht berechtigt, 
da manche Vitamine als Hormone aiiftreten konnen, indem sie endogen gebildet 
werden, wie z. B. das Vitamin C bei der Ratte. Die Abtrennung der Vitamine 
ist nur eine didaktisch ndtige Wiilkür, die der einzig moglichen Définition der 
pflanzlichen Genese bei der Wirkung auf das Tier folgt. Versuche aus 
neuester Zeit zeigen, daô auch eine Trennung der Vitamine von den Fermenten 
immer schwieriger wird, da Vitamine im Organismus in Fermente umgebildet 
werden konnen, wie z. B. das Vitamin Bg in das gelbe Ferment der eisenfreien 
Atmung (Vitazyme, v. Euler 1934). 

f In folgendem falleii unter den Vitaminbegriff nur die bekamiten, in um- 
stehender, erweiterter Tabelle nach Stepp und Kühnau aufgeführten Fak- 
toren. Die alte Einteilung in fettloshche und wasserlosliche Vitamine wurde 
beibehalten. 


Allgemeines über Testmethoden 

Eine Testmethode ist eine Méthode, die es erlaubt, chemisch nicht faBbare 
Substanzen, die dem Chemiker entweder unbekannt sind oder in solcher Kon- 
zentration vorliegen, daB chemische Methoden versagen, exakt im biologischen 
Versuch auszuwerten. Wir sprechen insbesondere dann von Testmethoden, wenn 
wir inHormon- oder Vitaminlôsungen den biologischen Wirkungswert ermitteln. 

1) Stopp c. s., Klin. Fortbildg 1933, 41. 
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Tabelle 1 


Gegenwàrtig ge- 
brâuchlichste Be- 
zeichnung in Buch- 
staben 

Bezeichnung nach 
der Funktion 

1 

1 

Synonyma 

i 

Frühere Bezeich- 
nungen 

Vitamin A 

I. Fettloslîche Vitamine*) 

Antixerophthalmi- ' Biosterin 

Ag (v. Euler 1924) 

(McCollum, 
Kennedy 1916) 

Vitamin D 

sches Vitamin 

Antirachitisches 

(Takahashi 1922) 
Antiinfektiôses Vita- 
min (Cramer 1929) 
Calciferol (An gu s, 

Al (v. Euler 1924) 

(McCollum 1925) 

Vitamin 

Askew U. Mitarb. 

E (Funk 1925) 

Vitamin E 

Antisterilitàts- 

1931) 

F (Funk 1925) 

(Sure 1926) 

--**) 

vitamin 

Fettlôsliches 


1 D (v. Euler 1924) 

Vitamin Bj 

Wachst ums vitamin 

II. Wasserlosliche Vitamine 

Antineuritisches Aktivator* 

F (z.T.) (Evans, 
Burr 1928) 

B (McCollum, 

(Accessory Food 

Vitamin 

(Schaumann 1911) 

Kennedy 1916, 

Factor Committee 
1928) 

i 

1 

Vitamin B 2 i 

Vitamin (Funkl912) 

; Antibcriberin (Su- 
1 zuki) 1912) 

Torulin ( E a d i e und 

1 Mitarbeiter 1912) 

■ Oryzanin (Suzuki 
; U. Mitarbeiter 1912) 
Antineuritin (Hof- 
meister 1918) 
i Eutonin (Abder- 
halden- Schaii- 
mann 1918) 

Pellagraschutzstoff Antidermatitisfaktor 

McCollum 1928) 

F (Sherman, Axt- 
mayer 1927) 

B-P (Salinon 1927) 
FB (van Leersum 
1929) 

P — P (Goldberger 

(Accessory Food 

Besteht aus 3 Fak- 

(Peters 1929) 

1925) 

Factor Committee 

toren : 

An t ianâmisc hes 

1 P (Funk 1925) 

1928) 

1. Wachstumsfak- 

Vitamin (z. T.) 

B (Chick, Roscoe 

1 

i 

tor, Vitamin B g 
= Flavin von 
CJyôrgy 

2. Antidermatitis- 
faktor = Anti- 
pellagravitamin 
= Vitamin Bg 
nach Gyorgy 

3. Antianamischor 
Faktor = Anti- 
spruevitamin 

= extrinsic fac- 
tor (Castle) 

(Sure, Kik, 
Smith 1931) 

1927) 

G (Sherman, Axt- 
mayer 1927) 

GB (van Leer- 
sum 1929) 

F (Kruse, 
McCollum 1929) 


♦) Funk hat für diese Gruppe die Bezeichnung „Vitasterine“ vorgoschlagen, 
die sich allerdings nicht eingeführt hat. 

**) Bisher ohne allgemein anerkannte Buchstabenbenennung. 
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Gegenwârtig ge- 
brâuchlichste Be- 
zeichnimg in Buch- 
staben 

Bezeichnung nach 
der Funktion 

! 

i 

Synonyma 

1 Frühere Bezeioh- 
j nimgen 

Vitamin B 3 

Alkalilabiles 

Vitamine d’entretien 

B 4 (Peters 1929) 

(Williams, 

Wachstumsvitamin 

ou de fonctionne- 


Waterman 1927; 
Peters 1930) 

der Taube 

ment ; vitamine 
d’utilisation nutri- i 
tive (Randoin, 

Lecoq 1926); third ; 

pigeon factor | 

(Peters 1929); fac- 
tor of rising nutrition 
(Carter, Kinners- 
ley, Peters 1930) 1 

Vitamin B 4 

Alkalilabiles 

third rat factor 

; B 3 (Reader 1929) 

(Reader U. Peters 
1930) 

Wachstumsvitamin ; 
der Ratte 

(Peters 1929) 


Vitamin B 5 

Alkalistabiles 

Fourth pigeon fac- 


(Carter, Kinners- 

Wachstumsvitamin 

tor ; factor of main- 


ley, Peters 1930) 

der Taube 

tenance nutrition 
(Carter u. Mitarb. 

1930); vitamine 
d’utilisation cellu- 
laire (Randoin, 
Lecoq 1929) 


-*) 

Alkalistabiles 

Fourth rat factor 

liDr (?) (v. Euler 


Wachstumsvitamin i 
der Ratte 

(Peters 1930) • 

1924) 

: Y (Chick, Cop- 
ping 1930) 

-*) 

Wachstuinsfaktor , 
der Forolle 

— 

H (McCay, Bing, 
Dilley 1928) 

Vitamin C 

Antiskorbutisches 

Antiskorbutin 

__ 

(Drvimmond 1919) 

Vitamin 

(Holst 1912) 
Ascorbinsaure 
(S zen t - Gy ôrgy i 
1933) 


Vitamin H 

Seborrhoeverhüten- 

Hautfaktor 

— 

(Cyôrgy 1931) 

des Vitamin | (Gyôrgy 1931) 

III. Nicht klassifizlerbares Vitamin 


-*) 1 

Wasserunlôsliches i 

Insoluble rat factor 

R (Williams, 


Wachstumsvitamin 1 
der Ratte ! 

(Hunt 1928) 1 

Lewis 1930) 


Bevor eine Mothode als Test angewandt werden kann, muB sic verschiedenen 
Anforderungen genügen: Die als Kriterium der Wirkung ausgewàhlte Reak- 
tion mufi spezifisch sein und darf unter den gewàhlten Versuchsbedingungen 
nicht etwa spontan auftreten. Die Zeitdauer einer Auswertung mufî auf wenige 
Wochen, besser noch auf Tage beschrànkt werden. Wesentlich für die Brauch- 
barkeit eines Tests ist seine Empfindlichkeit, die derart sein soll, daB schon kleine 
Dosen deutliche Wirkungen hervorrufen, eine Forderung, die hinsichtlich 

*) Bisher ohne allgemein anerkannte Buchstabenbenennung. 

1 » 
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Materialverbrauchs eine RoUe spielt. Der Test muB an wenigen Tieren leicht aus- 
führbar sein, da sonst nicht unerhebliche Kosten für Tiermaterial eine laufende 
Standardi^ierung belasten. 

DieFeblergrenze derTestmethoden unterschreitet auch im günstigsten 
Fall selten die Werte von 25% Das ist für den Chemiker, der gewohnt ist, 
seine Analysen auf die vierte Dezimale genau auszurechnen, etwas Ungewohntes. 
Dafür sind aber viele Testobjekte weit empfindlicher als die besteAnalysenwaage. 
So kônnen, um nur ein Beispiel zu nennen, bei der Auswertung des antirachi- 
tischen Vitamins im Rattenversuch 0,01 y gut erkannt und bestimmt werden. 
(1 ^ = i/iQQQ mg) (Laquer). Die Genauigkeit jeder Testmethode hàngt ab von 
der Menge des benutzten Tiermaterials. Jede Standardisierung wird um so 
genauer, je mehr Tiere man benutzt. Selbst ein guter Test verlangt für jede 
zu prüfende Dosis mindestens 5 Tiere. Eine genaue Standardisierung der Vi- 
tamine A und D ist nur mit 10 Tieren pro Dosis ausführbar. 

Bei Wiederholung einer Auswertung, unter Einhaltung der in einem 
Laboratorium gesammelten Erfahrungen, wird es einem zweiten Laboratorium 
mit derselben Méthode nur sehr schwer moglich sein, dieselben Ergebnisse zu 
erzielen. Selbst im selben Institut weichen die Ergebnisse zu verschiedenen 
Zeiten voneinander ab. Diese, als jahreszeitliche Schwankungen angesprochene 
Empfindlichkeitsânderung kann teilweise dadurch ausgeschaltet werden, daB 
ein Standard pràparat in jedem Versuch mitlàuft und die gefundenen Werto 
darauf bezogen werden. 

Ausschlaggebend für das Gelingen einer biologisclien Standardisierung ist 
die Haltung und Pflege der Tiere. Es ist selbstverstandlich, daB Versuche 
mit wahllos gekauften Tieren von vornherein zum Scheitern bestimmt sind. 
Namentlich Ratten und Màuse müssen einer Zucht entstammen, die unter 
hygienisch einwandfreien Bedingungen gehalten wird. 


Allgemeines über dîe Haltung der Yersuchstiere 

1. Haltung und Pflege der Ratten 

Als Versuchstier dient die Albinoratte, entweder reinrassig oder gekreuzt. 
Ratten erreichen ein Alter von 3 Jahren, Die Schwangerschafb dauert 3 Wochen, 
die Zabi der Jungen betràgt 10 — 12. WeiBe oder schwarzweiBe Tiere sind für 
viele Zwecke gleichwertig. In manchen Fàllen sind reinrassige Tiere zu bevor- 
zugen. Mànnliche Ratten wachsen stàrker als weibliche. Das Geburtsgewicht 
ist gleich (4 — 5 g), die Gewichtszunahmen bis zum 60. Tage dieselben. 

In den Donaldsonschen2) Tafeln, die die Entwicklung der Ratten zeigen, 
erreichen die Tiere mit 30 — 40 Tagen ein Gewicht von 40 g. Diese Angaben 
stimmen im allgemeinen für deutsche Verhaltnisse besser als die Tafeln von 
Hartwell3), dessen Tiere schon mit 21 Tagen 40 g schwer sind. 

Die Einrichtung und Betreuung einer Rattenzucht erfordert viel Sorgfalt, 
wenn Fehlschlâge vermieden werden sollen. Die in manchen Instituten übliche 
Haltung sàmtlicher Tiere auf Drahtrosten, die natürlich hinsichtlich der Sàu- 
berung Vorteile bietet, ist für Muttertiere ungeeignet. In manchen Fàllen ver- 

2) Donaldson, The Rat. Mem. Wistar Instit. Anat. a. Biol. 1915, Nr. 6. 

3) Hartwell, Biochemic. J. 2L 1076 (1927); 17, 208 (1923). 
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streuen die Tiere ihre Jungen, verweigern die Aufzucht oder verzehren sie. Die 
Drahtnetze sind meist zu scharf und bieten den Jungen von unten keinen ge- 

nügenden Wârmeschutz. Wir verwenden mit 
gutem Erfolge Kàfige, die im folgenden kurz 
beschrieben seien. 


Ans Abl). 1 g('ht dio Konstniktioii iinserer 
Zuchtkafi^(‘ iK'rvor. Ein Kiifighlock, diT 9 Eiiizol- 
kafigo (‘ntlialt, ist etwa ]5Ü x 170 x 50 cm groB. 



Abb. 1. Zweckmafiige Zucht- Abb. 2. Ein Einzelraum der in Abb 1 gezeigten 
kàfige fürRatteii (redits i.Bild) . Kafige. 



Jeder Einzelraum (Abb. 2) mifit 0,5 cbin. Der Bodon bosteht ans einern abnehm- 
baren Metallnetz, unter dem eino herausziehbare verzinkte Flatte liegt, auf der die 
Exkremente aufgefangen werden. Die Einzelkàfige, die mit Holzwolle versehen sind 
(taglich erneuort), be- 
herbergen 4 — 6 Ratten- 
weibchen mit 1 màmi- 
lichen Tier. 


Sobald die Ratten- 
weibchen tràchtig sind, 
werden sie in Einzel- 
kàfige gesetzt, die in 
Abb. 3 zu sehen sind. 


Jeder Kàfig bosteht 
aus halb- oder ganz- 
zôlligem Holz und miI3t 
40 cm in der Lànge, 

30 cm in der Hôhe und 
25 cm in der Tiefe. Die 

Kàfige besitzen seitlich Abb. 3. Einzelkàfig für tràchtige Ratten. 

eine Tür zur Reinigung 
und oben eine Ôffnung 

mit Deckol zur leichteren Fütterung. Die Vorderseite bestoht aus Drahtgeflecht. 
Jeder Kàfig ist mit Sitzbrett versehen. Die Kàfige enthalten eine Schicht Holz- 
mehl (Sàgemehl) und genügend Holzwolle zur Nestbildung. 
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Die Kàfige wer- 
den taglich aus der 
seitlichen Tür gesàu- 
bert, wobei nach dem 
Werfen das Nest, das 
gewohnlich un ter dem 
Sitzbrett liegt, unbe- 
rührt bleibt. Die Sâge- 
mehlschicht wird er- 
neuert, die Nahrungs- 
. reste entfernt. 

Abb. 4. \ ersuchskafig fur Ratteii uiid Maua(‘ mit er- , 

hôhtem Drahtgeflochtboacn. Versuchs- 

zwecke benutzen wir 

ausschliefilich folgenden Kàfig mit abnehmbaren Deckel und erhohtem Draht- 
geflechtboden (3 cm), der die Koprophagie ausschaltet. Die Kâfige stehen 
auf verzinkten Eisenblechen, die 
taglich mit Wasser zu sàubem sind. 



Abb. 5. Versuchskâfig für Ratten. 
(Nach S c huit Z.) 


Abb. 6a. Versuchskâfig. (Nach 
Pittenger.) 


Der Deckel wird mit Bleigewichten beschwert. Die Kàfige sind 25 cm lang, 
17 cm hoch und 20 cm breit. 


An Versuchskàfigen sind verschiedene Modelle im Gebrauch. Zu erwàhnen 

ist der Ferry sche Kàfig, der 



Abb. 6b. Einzelteile des Pi ttimger schen Kàfigs. 
A = Kàfigboden zum Auffangen der Exkremente, 
B = Drahteinsatz (Sitzflàche), C = Deckel, D = 


aus einem ninden, glocken- 
fôrmigen, unten offenen 
Drahtgeflecht besteht, das 
über ein auf drei Füfien 
ruhendes Drahtnetz gestülpt 
wird, auf dem die Tiere 
sitzen. Beide Teile stehen 
in einem emaillierten Topf. 

Âhnlich gebaut ist der 
Kàfig von Pittenger 4), 
der in Abb. 6 a u. 6 b in allen 
Einzelheiten zu sehen ist. 


Drahtmantel, E ~ Trinkflasche, F = Futtemapf, 4) Pittenger, Amer. 

G = Aufhàngevorrichtung für die Trinkflasche. J. Pharmacy 100, 83 (1928). 
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Als Versuchskâfige sehr praktisch und leicht zu sàubern sind 
auch emaillierte Kochtôpfe, die ein auf BleifüBen ruhendes Draht- 
netz als Sitzflàche haben (5 cm über dem Boden) und mit einem Deckel 
aus Drahtgeflecht versehen sind. 


2. Haltung und Pflege der Mause 

Als Versuchsmaus kommt die Albinomaus in Frage. Die Tràchtigkeitsdauer 
betrâgt 3 Wochen, die Zabi der Jungen 4 — 6. Mause sind schwierig zu züchten, 
Solange man nicht über genügende Erfahrungcn verfügt. 

Wir halten unsere Mause in den oben für Ratten beschriebenen Holzkàfigen, 
die mit Sàgemehl und Holzwolle versehen sind. Ein solcher Kafig bietet für 
6 — 8 Weibchen mit einem rnànnlichen Tier genügend Platz. Die Tiere kommen, 
sobald sie trâchtig sind, in Einzelkàfige aus Glas, die in Ab b. 7 zu sehen sind. 
Die Kâfige entlialten 
grobes Sàgemehl und 
eine Hàndvoll sehr 
kurzhalmiges, weiehes 
Heu zur Nestbildung. 

Wir haben mit Heu 
bedeutend bessere Er- 
fahrungen gemacht als 
Z. B. mit Holzwolle. 

Die Tiere bleiben im 
Kafig bis die Jungen 
etwa 21 Tage ait sind. 

Wenn nôtig, muB der 
Behàlter ofter gereinigt 
werden, jedoch nicht 
bevor die Jungen selb- 
stândig herumkriechen. 

Für die Haltung der Mause praktisch sind weiter die von Mitchell 5) angegebe- 
nen Versuchskâfige, die aber für Reihenversuche weniger geeignet sind. Versuchs- 
màuse halten wir in densolben Glaskàfigen, die dann etwa 3 cm über dem 
Boden (und über der Sàgemehlfüllung) ein nicht zu weitmaschiges Drahtnetz 
haben. Man kann in diesen Kàsten den Futternapf zwischen Boden und Drahtnetz 
einklemmen und dabcâ im Draht eine kleine Ôffnung lassen, durch die eine Maus 
gerade den Kopf zwàngen kann, um zu dem Futter zu gelangen. Eine solche An- 
ordnung wird vielfach empfohlen, um das Verstreuen des Futters unmôglich zu 
machen. 

Sehr wichtig ist im Màusestall die Einhaltung einer konstanten Temperatur, 
die etwa zwischen 21 und 22® liegen kann. Frische Luft mit genügendem Feuch- 
tigkeitsgrad, Ruhe und stark gedàmpftes Licht bilden die Voraussetzung beim 
Arbeiten mit Màusen. 

Als Hilfmittel bei der Altersbestimmung dt^r Tiere sei angegeben, dafi die ohne 
Behaarung zur Welt kommenden Jungen bereits am 11. — 12. Tag einen dicken 
seidenartigen Pelz zeigen. Die ôffnung der Augen erfolgt regelmàfiig am 12. bis 
13. Tag. Das Maximalgewicht der rnànnlichen Mause wird in der 91. Lebenswoche, 
das der weiblichen in der 94. Woche erreicht. 



Abb. 7. Einzelkàfig für tràchtige Mause, auch als Ver- 
suchskàfig geeignet. 


5) Mitchell, J. Labor. a. clin. Med. 7, 299 (1922). 


8 




*) Sâmtliche angeführten Kâfige sind durch die Fa. Schumann & Ehlers, Kiel, 
BurgstraÛe, zu beziehen. 


3. Haltung und Pflege grofierer Tiere 

a) Kanin chen. Für Versuchszwecke sind gemischtrassige Kaninchen im all- 
gemeinen reinrassigen oder gar Riesenrassen vorzuziehen. Tràchtigkeitsdauer des 

Kanin chens 4 Wochen, 
Zabi der J ungen 5 — 10. 

b)Meerschwein- 
chen. Das Meer- 
schweinchen ist das 
typische Tier für den 
Vitamin C - Versuch. 
Rein weiBe Tiere oder 
rehfarbene Tiere sollen 
bei der Reaktion auf 
Vitamin C ans der 
Reihefallen. Tràchtig- 
keitsdauer des Meer- 
schweinchens 9 Wo- 
chen, Zahl der Jungen 
1—3. 

Abb. 8. Kâfige für grôfiere Tiere (Hunde, Kaninchen, Kaninchen und 

Meerschweinchen, Tauben, Hühner. Für letztere mit Mpprsehwpinpbpn kon- 
Drahtgeflecht abkleidbar [in der Abb. angedeutet]). nen in Holzkàfigen ge- 

halten werden. Die 

Sitzflâche bcsteht meist aus engen Holzrosten mit einer Strohschicht dar- 
über. Wir benutzen folgendc Kâfige, mit denen wir recht zufrieden sind *) : 

J eder Kâfigblock 
urnfafit droi durch her- 
ausziehbare Schoide- 
wànde getrennte Ein- 
zclràume, der en Boden 
aus ein(^m ausgestanz- 
ten dicken Aluminium- 
blech bostoht (Ôffnun- 
gen 0,5 qcm). Die Ex- 
kremente werden auf 
einer darunterliegenden 
Blechplatte aufgefan- 
gen. Kâfige für Kanin- 
chen und Moerschwein- 
chen dürfon nie eine 
Sitzflâche aus Motall- 
drahtiietz haben, da 
der scharfe Draht den 
Tieren nicht zutrâg- 

Abb. 9. Laboratoriums- und Transportkâfig für Kanin- 

chen und Meerschweinchen. Als Laborato- 

riums- und Transport- 

kàfig benutzen wir folgenden. Die Konstruktion geht ohne weiteres aus der 
Abb. 9 hervor. 
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4. Haltung und Pflege von Tauben, 

Hühnem und Kücken 

Tauben und Hühner werden in geràu- 
migen Drahtkàfigen gehalten oder aber in 
den oben beschriebenen Kâfigen für Meer- 
schweinchen nach Abkleidung mit Draht- 
geflecht, wie in der Abb. 9 angedeutet. 

Kücken sind wàrmebedürftig. Sie werden 
in besonderen heizbaren Kàsten wàhrend der 
Versuchsdauer gehalten (s. S. 34). Bei Ver- 
suchen mit Hühnern und Kücken ist es notig, 
die Kàfige mit Musselin zu überdecken, da 
dieTiere sonst Fliegen undUngeziefer fressen. 

EinpraktischerVersuchskafigfürTauben ^bb. 10. Praktischcr Versuchs- 
ist in Abb. 10 zu sehen. Die rechte Trommel kafig für Tauben. (Nach Funk 6).) 
enthàlt Eeis. 

5. Kâfige zum Auffangen von Kot und Urin 




Die üblichcn Stoffwechsclkâfige, wie sie Abb. 11 und 12 zeigen, bestehen aus 
Glaszylindern mit einem Einsatz aus Drahtgeflecht. Das obéré Drahtnetz ist weit- 
maschiger als das darimt(îrliegen- 
de, das den Kot auffangt. Bei de 
liegen etwa 4 — 5 cm auseinander, 
um zu verhindern, dal3 die Batte 
den Kot herausholt, Der Urin 
sarnmelt sich am Boden des Zy- 
linders und kann getrennt un ter - 
siicht werden. 

Eine andcre Form besteht aus 
oiner umgekehrten Glasglock('. 

Durch ein daruntergestelltes Ge- 
faI3 kann der Urin jedorzeit ent- 
nommen werden. 

Diese Stoffwochselgefaile 
lassen sich in jedor Grôfie an- 
fertigen. Sic besitzen zweifellos 
ihre Vorteile vor den Métal Ikiifi- 
gen (quantitativ auszuspülen — 
leichter zu reinigen — ni dit 
rostend), trotzdem môchto ich 
sie für langerdauernde Stoff- 
wechselvcrsuche nicht empfehlen. 

Wir haben die Erfahrung gc- 
macht, dafi die Tiere in diesen 
GlasgefaOen nicht redit gcdeihen, 
wahrscheinlich durch zu schlechte 
Ventilation. Etwas besser sind 
in dieser Hinsicht die Glocken- 
gefaBe. 

Die besten Ergebnisse bei 
S tof f wechsolun t er suchungen ha - 
ben wir mit Kâfigen erzielt, die 
in Abb. 13 zu sehen sind. Die 


6) Funk, Die Vitamine. 


Abb. 12. ZylindergefâBefür Stoffwechselversuche. 
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Abb. 13. Zwoekmàfii^cr Stoffwechselkâfig. 


Kafige sind gonau so 
gobant wio imsere Ver- 
siichskafige fiir Ratten 
(s. Abb. 4). Sie werden 
in einen Ganzmetall- 
trichtor gesetzt, der mit 
Abflu/3 versehen ist. Die 
Rander des vierockigen 
Trichters sind hochge- 
l)ogen, so, daB sie etwa 
die halbe Hôhe des 
Kâfigs rundherum ver- 
decken, eine MaISnahme, 
die nôtig ist, um Urin- 
verlust zii vermeidon. 
Der Boden des Trichters 
tragt oin feinrnaschiges 
Metallsieb, das Kot und 
Futterreste znrückhàlt. 
Der Urin kann durch 
ein GefaB aiifgefangen 
w(>rden. Die Trichter werden aiif ein Ge- 
stell mit zwei parallel verlaufonden Leisten 
gesetzt. Wir verwenden diest^ Anordnung 
anch für Stoffwechseliintersuchungen gro- 
Berer Tiere in entsprechend grôBerer Form. 
Die Kafige dürfen nie mit Holzwolle oder 
ahnlichem vtn'sehen werden, da diese groBe 
Mengen Urin aufsangt. 

Einen viel gebrauchten Stoffwechsel- 
kafig, der aber für groBere Untersuchimgs- 
r(‘ihen recht kompliziert imd auch zu 
kostspielig ist, hat Macalhim (1. c. (i) 
angegeben. Der Kafig soll ein Verstreuen 
der Nahrnng nnmôglich machen. 


Spontanerkrankungen der 
Versuchstiere 


Abb. 14. Stoffwechselkâfig nach 
Macallum. (Nach Funk.) 

6. Wassernapf. 7. Erlenmeyer ziim 
Harnauffangen. 8. Einrichtung zur 
getrennten Aiifnahme von Harn und 
Fâzes (der Harn flieBt an der AuBen- 
seite der Kugtd in den Erlenmeyer, 
wâhrend die Exkrerntînte in einen 
Becher fallen). 9. Futtemâpfe ver- 
schiedener GrôBe. 10. Trichter ver- 
schiedener GrôBe, sich dem Alter der 
Ratten anpassend, wodurch das Zer- 
streuen der Nahrung urimôglich ge- 
macht wird. 


Die Spontanerkrankungen der Labo- 
ratoriumstiere kônnen die Auswertung 
der Vitamine in erheblichein MaBe stôren. 
Wir verfolgen deshalb die Technik, nach 
Beendigung eines Versuchs jedes Tier zu 
tôten und genauestens zu sezieren, um 
dadurch evtl. Unstimmigkeiten des Ver- 
suchs, die durch eine Erkrankung des 
Tieres hervorgerufen sein kônnen, aus- 
zumerzen. 

Die Spontanerkrankungen der klei- 
nen Laboratoriumstiere sind zu mannig- 
faltig, als das hier darauf eingegangen 
werden kann. Es sei auf das aus- 
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gezeichnete Werk von Jaffé: Anatomie und Pathologie der Spontanerkran- 
kungen der kleineii Laboratoriumstiere, verwiesen7). 

Nur einige MaBnahmen seien hier angeführt, um Infektionen im Tierstall 
zii vermeiden. Im Ratten- und Màiis(*stall haben wir sehr gute Erfolge gesehen 
dureh tâgliches Zerstilubeu von Ficbteimadeldl iii Alkobol, das nebenher d(‘n 
Vorteil bat, gut zu riechen*). Namentlich bei Ratten und Màusen sehen wir ab 
und zu Ohrrâude auftreten, doch ist die Hâufigkeit naeh Einführung des Zvr- 
staubungsverfahrens ganz auBerordentlich gesunken. Therapeutisch bebandc'ln 
wir die Obrenràude dureh Bepinseln mit (yhlorarnin T in ehloriertem Paraffinol. 
Die Fliegenplage im Tic'rstall kann wirksam b(‘kàmpft werden dureh Zerstauben 
von Flit. Die best(^ Propbylaxe ist immer noch die Sauberkeit im Tierstall. 
Sàmtliehe Kàfige sind tàglieb zu sàubern, niehtgefressene Nabrungsreste zu ent- 
fernen. Die Auffaugbleehe werden tàglieb mit Wasser gercûnigt. Naeh Beendi- 
gung eines Versucbs wird (1er Kàfig gründlieb TTiit I^ysolwasser behandelt. 
Ebenso sind die groBen Zuebtkàfige mindestens woeheiitlieh zu reinigen. Eine 
Grundforderimg fur den Tierstall ist frisebe Luft. Zugluft ist aber auf jeden 
Fall zu vermeiden. Unsere Tierstàlle werden dureh Ventilatoren gelüftet. Die 
Luft wird dureh einen 6 ni langen, von einem Hiûzungsrobr (U’wàrmten Bk'eh- 
kanal, von aiiBen zugeführt. 

Sehr wiehtig ist bei der Haltung der Ratten und Màuse RuIk' im Tier- 
stall. Man sorge stets fiir stark gedàrnpftes Li(*ht. (Irelles Lieht ist (km khdium 
Nagern schàdlieh. 


Allgemeines über Kostfornien fiir den Tierversuch 

1. Andere auf Nahrungsinsuffîzicnz beruhende Erkrankungen auBer den 

Avitaniinosen 

Tyyjisehe Mangelkranklieiten (‘iitstehen nieht nur bei Fehlen der Vitamine 
in der Kost, sondern audi bei mangtdndem Angebot an Kiw(‘iBbaustein(Mi, Fetten 
und aueh Miiu'ralkm. Deekung des Ei wei B IxMlarfs dureii mind(‘rw(n‘tige 
Proteine wie Glutin, Zein, Gliadin odcT Hordenin gewàhrleistet nieht di(' normale 
Fntwieklung eines Organismus. Es fehlen in di(‘S(‘n EiwcûBartt^n gewisse Amino- 
saurcMi wi(î Histidin, Tryptopban, C^ystin, Tyrosin und Lysin, die namentlieb 
fiir das Waehstum von Bcxleutung sind. Aueh bei vollkomimm f(*ttfreier 
Diàt entsteht bei Ratten Waehstumsstillstand und vin typiseh(\s Krankheitsbild 
(seaily tail) mit Hautaffektionen. Immer wi(‘d(‘r n'jiroduzierbar sind borner die 
auf Mineralmaiigel der Kost beruhenden Erkrankungcm. So (;rzeugt Magm'sium- 
mangel ein sehweres Krankheitsbild, dessen Hauîitsymptome Vasodilatation, 
He rzarrhythmie und toniseh -kloniscdie Kràrapfe sind, und das in kurz(‘r Zeit zurn 
Tode führt. Chlormangel àuBert sieh beim Himd in Erbreehen, Appetitlosigkeit 
und nervosen Erseheinungen. Mangel an Kalk oder Phosphor führt bei Ratten 
zu Waehstumsstillstand und Ostéoporose. 

*) Als Insektenpiilv(‘r s(dir gut bewàlirt bat sich uns das Cutraliii d(‘r I. O.- 
Farbenindustrie. Es ist ein staubf(‘in(‘s Pulver, das mit Hilfe (‘ines Guinmiball- 
Z(‘rsta,ub('rs vc'rtcült wird. 

7) Jaffé, Anatomie und Pathologie der Spontam'rkrankungcai der kleinen 
Laboratoriumstiere. Springta*, Berlin 1931. 
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Es ist deshalb für Vitaminversuche iinbedingt erforderlich, mit einer optimal 
zusammengesetzten Kost zii arbeiten, um aile anderen Stôrungen, al s die auf 
Vitaminmangel beruhendcii, auszuschalten. Dabei ist besonders Gcwicht zii 
legcn auf die Vollwertigkeit der EiweiBzufuhr und auf ausreichendcs Mineral- 
angebot. 

Wir unterscheiden zwei Arten von Kostmischungen : solclio, die natürliche 
Bestandteile cnthalten, wie die Haferkost des Meerschwcinchons oder die Reis- 
kost der Tauben und solche, die ans künstlichen Bestandteilen bcstehen. Letztere 
enthalten gewohnlieh als Eiweibquelle das hochwortigc Casein. 

2. Die Ernahrung der Versuehsratten 

Die Ernahrung eines Rattenstamms, also einer Zucht, ans der rnan junge 
Tiere für Vitamintestversuchc nimmt, stôBt gewôhnlich auf Sehwierigkeiten. 
Erstens darf rnan die Tiere nicht mit einem sohr vitaminreichen Futter ernàhren, 
weil sie dann die zugeführten Vitamine ihren Jungen überrnitteln, die sic spei- 
chern und gegen die Avitaminose zu résistent wt>rden. Zweitens sollen die Tiere 
sich in genügendem MaÜe vermehren, weil natürlich für Reihenversuche groBere 
Mengen junger Tiere benotigt werden. Drittens sollen die einzelnen Würfe an 
Zabi nicht zu klein sein, da Würfe von 3 — 4 Tieren infolge Vitaminspeicherung 
ebenfalls unbrauchbar sind. 

Eine wahlfreie Ernahrung erfüllt nur die beiden letzten Forderungen, abor 
nicht die erste. Deshalb rnüssen Tiere, die für die Auswertung der Vitamine 
herangezogen werden, regelrnâBig dasselbe Futter erhalten. Namiaitlich die 
Amerikaner haben frühzeitig diese Forderung erkannt und Zuchtdiàten, sog. 
,, stock' ‘-Diàten, beschrieberi. Diese Zuchtdiàten haben ihre Nachteile. Der 
Hauptfehler aller ist d(;r, daB die Tiere entweder sich nicht in dem gewünschten 
AusmaB vermehren oder, daB sic zwar Junge zur Welt bringen, sie aber nicht 
aufziehen kônnen. 

Moore fand sowohl an Zahl der Jungen, als auch an Gcwicht die besten 
Ergebnisse auf einer natürlichen Kost. Danach kani eine synthetische Mischung 
mit 10% Hefe. Die schlechten Ergebnisse hinsiehtlich Laktation auf syntlie- 
tischen Diàten sind vielleicht auf Mangel an Mangan zurückzuführen. Glanz- 
mann9) konnte feststellen, daB ein Mangangehalt der Kost von 0,05% ge- 
nügend ist für den Ablauf einer normal en Laktation. Mangan kaim zugeführt 
werden mit Vollkornbrot, Salat, Spinat und Lattieh. 

Die hauptsâchlichste Literatur über Ernahrung der Versuchstiere findet man 
bei Greenman-Duhring und Hartwell-Mottram 10), 11). Die wichtigsten 
Kostformen, mit denen man leidliche Ergebnisse erzielt, seien angeführt. Au Ber 
diesen kennen wir eine ganze Reihe anderer, die aber teilweise abgclehnt wurden, 
oder mit denen keinc genügenden Erfahrungen vorliegen. Nicüit aufgeführt sind 
hier ferner einige weitere ,,stock“-Diàten, die namentlich bei der Prüfung der 
Vitamine A und D Verwendung finden und dort unter den Testmethodcui 
zu finden sind. 


9) Glanzmann, Z. Vitaminforsclifjj 1934. 

10) Gr(;cnman-Duhring, Breeding and Gare of Albino Rats for Researcîh 
Piirj)oses. Philadelphia 1924. 

11) Hart weil c. s., Teehnik of Breeding Albino Rats. Hiochemic. J. 17 (1923). 
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3. Zuchtdiaten für Ratten (siehe auch bei Vitamin A imd D) 

Die Zuchtdiaten sind natürlich je naeh dem zu testenden Vitamin ver- 
schieden. Ratten speichern Vitamin A und D. Tiere, die für die Unter- 
suchungen dieser Vitamine verwandt werden sollen, dürfen natürlich keine 
an diesen Substanzen reiche Kost erhalten, da sie dann für den Test un- 
brauchbar werden. Für den Test aiif Vitamin B ist dagegen die Vordiàt der 
Tiere weniger wichtig. 

Zuchtdiaten für Ratten, sog. „stock“-Diaten, sind folgendc: 


Diàt nach Steenbock 12) : 


Mais, gemahlen . . . . 76% 

Leinsamenmehl 1 b % 

Casein, roh 5% 

Alfalfa, gemahlen ... 2% 

Kochsalz 0,5 % 

Calciumcarbonat .... 0,5 %> 


Dazu rohe Milch ad libitum 


Diàt nach Sherman 13): 

Weizen, ganz gemahlen 67 % 
VoJlmilchtrockenpulver . 33 % 
oder : 

Weizen, ganz gemahlen . 65,8% 
Vollmilchtrockenpulver . 32,9 % 


Kochsalz 0,65 % 

Calciumcarbonat .... 0,65% 


Diàt nach McCol 1 um 14) : 

Wt'izc'ii, ganz gemahlen 

Casein, roh 

Vollmilchtrockenpulvc'r 

Butterfett 

Kochsalz 

Calciumcarbonat 


67,5% 

15% 

10 % 

5,2% 

0 , 8 % 


Diàt nach Cowardlo): 

Mais, gel b, gemahlen 

Weizen, ganz gemahlen 

Casein, rein 

Trockenhefe 

Kochsalz 

Calciumcarbonat 


bo 

20 % 

9 % 

S% 

0,5% 

0,5% 


Dazu erhaltcai die Tiero 20 % dieser Mischung an Vollmilchtrockenpulver und 
weiter zweimal wochentlich je Tior 2 g frische Leber mid 2 g frisches Cernüse (Kresse). 
Wàhrend der dritten Laktationswocho gibt man keine Leber, damit die Jungen 
nicht eine zu gro6e Vitamin A-Reserve erhalten. Tiere, die für den Vitamin A-Test 
Verwendung finden sollen, erhalten besser in 14 Tagen dreimal je 2 g Floisch und 
nur einmal 2 g Leber. Die Tiere sind im Gewicht von 40 — 50 g für den A-Test und 
im Gewicht von 55 — 60 g für den B-Test brauchbar (vgl. aber die Erfahrungen 
von Laquer und Mitarbeitem mit dieser Kost). 

Wie aus folgender Tabelle hervorgeht, gedeihen die Tiere auf der Diàt gut. 
Die DurchsChnittsgewichte der verschiedenen Alter sind: 


12) Steenbock, Science 58, 449 (1923). 

13) Sherman, J. of biol. Chem. 60, 5 (1924). 

14) McCollum, zit. nach J. of biol. Chem. 82, 345 (1929). 

15) Coward, Biochemic. J. 26, 678 (1932). 
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Tabelle 2 


Alter 

Gewicht der 

mànnlichen | weiblichenTiere 

4 Wochen 

45,3 

41,8 

5 

61,3 

55,6 

6 

83,7 

71,3 

7 ' 

103,4 

84,2 

8 

121,1 

95,6 

9 

137,5 

105,8 

10 

150,4 

115,0 

11 

163,1 

123,1 

12 

175,0 

129,6 


Diat nach Irvine-Brand-Nelson 16) : 

(Die Diàt ist eino modifizierte Steenbock-Diât) 


Maismelil aus ganzem Mais 

Leinsamenmehl 

Hefe, trockno Brauereihefe 

Weizenkeime, trockon 

Casein, roh 

Alfalfa, gemahlen 

Kochsalz 

Calciiuncarbonat 

dazu pro Tier/Tag 10 g frische Vollmilch 
oder : 


64% 

16% 

2 % 

10% 

Pi O 
^ /O 
O O/ 

^ /o 

/O 

/() 


HafergrieI3 

Mais, gemahlen . . . 
Alfalfa, gemahlen . . 
Weizenkeime, troc ken 
Leinsamenmehl . . . 
Troekenbuttermilch . 


35 «O 
38% 
^ % 
9% 

^ t) 


Diât nach Jones-Robson 17) 
(modifizierte Steenbock-Diat) : 

Mais, gemahlen 

Leinsamemnehl 

Casein, roh 

Alfalfa, gemahlen 

Vollmilchtrockenjmlver . . 

Kochsalz 

Calcinmcarbonat 


71% 
16% 
r; O 
/O 
9 O/ 
“ /() 


0,5% 

0,5% 


Diât nach Bills-Honeywcll-Wirick-Nufîmeier 18) 
( modifizierte S t e e n b o c k - K os t ) : 


Mais, gelb, gemahlen 
V ollmilchtrockenpulver 
Leinsamenmehl . . . 
Casein, roh .... 
Alfalfa, gemahlen . . 
Jodspeisesalz .... 
Calicumcarbonat . . 


57% 

25% 


^ /O 

3,7% 

1,5% 

0,4% 

0.4% 


* 


16) Irvine c. s., J. of biol. Chem. 88, 449 (1930). 

17) Jones c. s., J. of biol. Chem. 91, 43 (1931). 

18) Billa c. 8., J. of biol. Chem. 90, 619 (1931). 
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dazu Wa^ser ad libitum. Junge Ratten, deren Mütter auf dieser Kost gehalten 
wurden, wiegen mit 24 Tagen etwa 50 g und sind dann für den „line test“ auf 
Vitamin D brauchbar. 

Diàt von Konl9): 

Kon sah bei der Evans-Kostform, enthaltend 

67,6 g Vollweizenmehl 
15 g Casein 
10 g Trockenvollmilch 
1 g Kochsalz und 
1,5 g Calciumcarbonat 
5 g Butterfett 
sowie Salat 

zunâchst gutes Wachstum, das aber in der zweiten Génération aufhorte, wobei 
Laktationsstôrimgen eintraten. 

Besser war eine modifizierte Steenbock-Diât aus: 

70% Vollroggenmehl 
1 5 % Leinsamenkuchen 
6% Casein 
5% Butterfett 

3 % gedampfte getrocknete Ochsenleber 
0,5% Calciumcarbonat 
0,5 % Kochsalz 
1 0 % V ollmilchtrockenpul ver 
1 Schnitte Karotten pro Tag, 

die gutes Wachstum, aber auch imbefriedigende Laktation ergab. 

Diât nach Hartwell20): 

Im Gegensatz zu allen beschriebenen Kostformen gibt Hartwell eine syn- 
thetische Mischimg an. Bisher erzielte man damit nur mafîige Erfolge, doch scheint 
die vorliegende die anderen zu übertreffen (Gewicht der Jimgen mit 21 Tagen 28 g). 


Casein 20 g 

Kartoffelstârke 64 g 

Butter 12g 

Salzgemisch 4 g 

Marmite-Hefeextrakt . . 5 g 

Wasser 300 ccm 


(wahrend dor Laktation gibt man 10 g Marmite). 

Der Vorteil dieser Kost liegt vielleicht in ihrem hohen Wassergehalt. Sie wird 
hergestellt durch Mischen des Caseins mit der Starke unter Zusatz von Marmite 
und Butter. Man gibt weiter auf 40® angewârmtes Wasser hinzu (auf 22 g Casein 
65 ccm Wasser) und erhitzt in einem Topf unter starkem Rühren bis die Masse 
steif wird. Die Vitamine werden durch die kurze Erhitzung nicht zerstort. 

Wir selbst verwendeii neben den angegebenen für besondere Zwecke noch 
eine Kost aus 1 2 VoUweizen und j 4 Vollmais gequetscht mit VoUmilch ad lib. 
unter zweimal wôchentlichen Zulagen von Gemüse (Kohl, Karotten, Rüben). 
AuBerdem erhalten die Tiere gerôstete Brotchen oder gerôstetes WeiBbrot tàg- 
lich. Wir haben damit auBerordentlich gute Zuchtergebnisse erzielt. Jungtiere 
dieser Zucht sind mit 21 Tagen etwa 27 g schwer. Allerdings haben die Tiere 
solche Reserven an Vitamin Bg, daB sie für entsprechende Versuche nicht zu 
gebrauchen sind. 

19) Kon, Lancet 1931, 779. 

20) Hartwell, Biochemic. J. 27, 146 (1933). 
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4. Zuchtdiaten fur Mause 20 a) 

Wie bei den Ratten spielt die Emàhrung der Versuchsmaus für den Ausfall 
einer Testmethode eine ausschlaggebende RoUe. Die Haltung und Züchtung 
der Maus ist ohne Erfahrung recht schwierig, vielfach weil man allzu leicht 
geneigt ist, die Zuchtdiaten für die Ratte einfach auf die Maus zu übertragen. 
Die Maus muB aber individuell behandelt werden. Sie hat ganz andere Nah- 
rungsbedürfnisse als die Ratte. 

Die Beardscho Kost für Zuchtmause, die aus 


Casein, techn 31 % 

Starko 38% 

Crisco 21% 

Osbome-Salzgemisch . . 7 % 

Lebertran 3 % 


und 100 mg Trockenhefe pro Tag/Ticr 

bestelit, ermôglicht zwar gutes Wachstum, liefert aber schlechte Zuchtorgebnisse. 
Bedeutend verbessert wird sie durch Zugabe von Salat (Vitamin E ?). 

Vogt-Môller gibt neuerdings eine Kost an, mit der man sehr gute Ergeb- 


nisse erzielen soll. Sie besteht aus 

Weizen, ganz gemahlen . 55% 

Reiskleie 5 % 

Casein IH% 

Milchpulver (Vollmilch) . 12,5% 

Butterfett 7 % 

Kochsalz 1 % 

Calcium carbonat .... 1,5% 


dazu wàhrend der Laktation 3 g Hefe pro Tier/Woche. 

Die damit gefütterten Mause sind gegen Infektionen usw. viel resistenter 
als andere. Wachstum und Reproduktion sind aiisgezeichnet. Schlechte Er- 
fahrungen machte Vogt-MÔller mit einer Kost, die 50% Weizenkleie, 50% 
Magermilchtrockenpulver, Salatblàtter und Spratts C. L. O. Puppie Biscuits 
enthielt, da viele Tiere an Durchfall eingingen. 

Wir geben Weizen (ganz gemahlen), Hafer (ganz gequetscht) 1:1, Krabben- 
schalen (getrocknet), hart gerôstetes Weiübrot und Gemüse, dazu Hundekuchen 
und kleine Keks aus Milchpulver, Stàrke, Lebertran, Salze und Hefe. 

Der EiweiBbedarf der Maus liegt hôher als der der Ratte. Er ist mit etwa 
31 % der Kost zu veranschlagen. Der Salzbedarf wird erst mit 7 % gedeckt. 

Analyse von Spratts Hundekuchen (Spratts Patent Ldt., 24/5Eenchmach Str., 

London E C 3) 

Wasser 9,65%, Asche 2,65%, Rohfaser 0,6%, Fett 4,83%, 
Protein 20,7%, Kohlehydrate 61,56%. 

20a) Bing-Mendel, J. Niitrit. 2, 49(1929/30). — Freud eiiberg-Corecodo , 
J. ofbiol. Chem. 94,207(1931). — Beard, Amer. J. Physiol. 75, 645, 658,668, 682 
(1926). — Hubbel-Mendel, J. of biol. Chem. 75, 657 (1927). — Bing-Adam c. s., 
J.Nutrit. 5, 571 (1932). — Smithc.s.,in Abderhalden, Handb.biol. Arbeitsmeth., 
Abt. IV, Teil 13, Heft 2, S. 117. — Roberstson c. s., Chemical Basis of Growth usw. 
Philadelphia 1923. — Thompson, Amer. J. Physiol. 77, 140(1926). — Gudjonsson, 
Hosp.tid. (dan.) 73, 733 (1930). — Vogt-Môller, Reaktionen rnellem B Vitaminerne 
og Ernearingens Indhold. Kopenhagen 1934. 
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5. Das Futter grôfierer Versuchstiere 

Kanincheii und Meerschweinchen erhalten im Sommer frisches Gras, Klee tmd 
etwas Hafer, im Winter Heu, Hafer und Rüben evtl. Wasser. Bei Versuchen ist 
die verschiedene Ernàhrung zu berücksichtigen. 

Hühner und Kücken werden mit Kom und Mais evtl. Küchenabf allen emâhrt. 
Den Tieren muB stets frisches Wasser zur Verfügung stehen. Eine vollwertige 
künstliche Zuchtdiât für Hühner ist folgende: 


Casein, roh 25 % 

Dextrin 38 % 

Butter 15% 

Salzgemisch 5 % 

Agar-Agar 2 % 

Trockenhefe 2 % 

Filterpapier 15% 


Tauben erhalten Mais und Kom und frisches Wasser. Auch Rois miter Zusatz 
von Hefe ist lange Zeit vollwertig. Auch künstliche Kostformen sind im Gebrauch, 

wie Z. B. Casein, roh 22% 

Zucker 11^^% 

Starke 27% 

Agar-Agar 2 % 

Salzgemisch 3 % 

Butter 30% 

Trockenhefe 6 % 


6. Die chemische Zusammensetzung der verwandten natürlichen 
Kostmischungen 21) 

Als Hauptbestandteile einer Diat kornmen Korn (Weizen, Hafer, Mais) 
Reis, Leguminosen, grünes Gernüse, sowie Fleisch und Milch in Frage. Folgende 
Tabelle gibt eine Übersicht über die chemische Ziisammensetzimg der wichtig- 
sten Getreidearten und Hülsenfrüchte. 


Tabelle 3. Zusammensetzung der Getreidearten und Hülsenfrüchte 
in runden Mittelzahlen in Prozenten 20b) 


Fruchtart 

1 

Wasser 

1 

Protoin ; 

— 

Fett 

Zucker u. 
Starke 

Asche 

Roh- 

faser 

Weizen 

13 

12 1 

1,5—2 

69 

2 

2—2,5 

Roggen 

13 

12 i 

1,5—2 

69 

2 

2—2,5 

Gerste 

13 

10 

2 

68—69 

2,5 

4,5 

Hafer 

13 

10 ! 

5 

59 

3 

10 

Mais 

13 

10 

5 

68 

1,5—2 

2—3 

Reis (onthülst) . . . 

12 

00 

1 

00 

1—2 

75—78 

0,5— 1,5 

0,5—1 

Buchweizen 

13 

11—12 

2,5 

59 

2,5 

11,5 

Bohneii (Vicia) . . . 

14 

26 

1,5 1 

47 

3 

8 

Bohnen (Phaseolus) . 

11 

24 

2 ' 

55 

4 

4 

Erbsen 

i 14 

23 

2 

1 53 

3 

5 

Linsen 

12 

26 i 

2 

53 

3 

4 

Sojabohnon (gelb) . . 

10 

34 1 

19 

27 

5 

5 


1 

1 


(Saccha- 




1 

1 


rose) 



Lupinen (gelb) . . . 

1 15 i 

38 j 


25 

3,5 

! 14 

20b) Chem. Zbl. 1925 II, 96 

, 192. 






21) Tillmans, Lebensmittelchemie. 

B O m s k O V , Vitaminforschung 2 
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Eine weitere Tabelle gibt Auskunft ûber die Zusammensetzung der Mehle 
und Stàrkearten. 

Tabelle 4. Die mittlere Zusammensetzung in Prozenten der Mehl- 
und Stàrkearten ist in runden Zahlen etwa folgende: 


Weizenmehl (fein) . . 

Roggenmehl (gewôhnl . ) 

Gerstenmehl .... 

Hafennehl 

Maismehl 

Reismehl 

Buchweizenmehl . . 

Bohnenmehl .... 

Erbsenmehl 

Linsenmehl 

Weizenstàrke .... 

Maisstàrke ^ 

Kartoffelstàrke ... I 18 | 1 | Spur i 80 — 81 | Spur 0,5 

Tapiokastàrke ... ! 14,5 i 0,75 | 0,2 84 i Spur 0,2 

Kartoffelwalzmehl . . i 10 | 7 i 0,25 79 1 1,5—2 2,5 

WeizengrieB .... 13 i 11 i 1,5 73 i 0,5—1 0,5—1 

Maisgi-ieÛ I 11 i 9 ! 1 j 78 | 0,5 0,5 

Weizen enthàlt etwa 1,9 — 2% Asche, die sich wie folgt verteilt: 

Ca 0,09 % Mg 0,184% 

K 0,476% P 0,331% 

S 0,204% Fe 0,005% 

Weizenkleie enthalt etwa: 

Saccharose 1 ,64 % 

Dextrin 4,19% 

Stàrke 13,39% 

Pentosane 27,58% 

Die Asche der Weizenkleie besteht aus: 

Ca 0,12 % P 1,215% 

Mg 0,511% Cl 0,09 % 

K 1,217% S 0,247% 

Na 0,154% Fe 0,0078% 

Vom gesamten Weizenkom sind etwa 83,5% Endosperm, 15% Kleie und 
nur 1,5% Embryo. 

Die Kohlenhydrate der Getreide- und Leguminosenarten bestehen zum 
grôBten Teil aus Stàrke, nur in der Sojabohne finden sich groBe Mengen Sac- 
charose. Das WeizeneiweiB enthàlt vier verschiedene Proteine: 


Leukosin (Albumin) 5% 

salzlosliches Globulin 10 — 20% 

alkohollosKches Prolamin (Gliadin) 35 — 50% 

alkohol- und salzunlosliches Glutenin 25 — 50% 


Protein 17,00% 

Fiber 9,37 % 

Fett 7,07 % 

Asche 7,27% 


Wasser 

N- 

Substanz 

Fett 

Stàrke u. 
Zucker 

Roh- 

faser 

Asche 

12—13 

12 

1 

74—75 

0,3 

0,5 

13 

10 

1 

74 

1 

1 

12—13 

12 

2,5 

71 

0,75 

1,5—2 

10 

14,5 

6,5—7 

66,5 

1 

1,5 

13 

10 

3 

72 

1,5 

1 

12 ! 

7,5 

0,5 

; 79 i 

0,1 

0,5 

14 I 

8 

2 

; 74—75 i 

0,5—1 

1 

10—11 

23 

2 

59 î 

1,5—2 

3 

11 1 

26 

1,5—2 

57 1 

1 

3 

11 1 

26 

1,5—2 

1 57 

2 

2,5 

14 

1 ; 

0,2 

' 84 i 

0,2 

0,5 

13 ‘ 

1 i 

Sniir 

' 85 i 

Smir 

0.4 
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Gliadin und Glutenin sind die Hauptbestandteile des Weizenklebers. 
Gliadin enthàlt kein GlykokoU und kein Lysin, dagegen viel Glutaminsàure, 
Prolin und Ammoniak. Glutenin bat viel weniger Prolin und Ammoniak, dafür 
aber die im Gliadin fehlenden Bestandteile. 

Hafer ist von allen Kornarten am fettreichsten. Mais verhàlt sich ebenso. 
Hafer enthàlt zwei Proteine, ein alkohollôsliches und ein salzlosliches. Das 
Avenin ist ein Gemisch beider. Es zeichnet sich durch einen hohen Gehalt an 
Leucin ans. Bemerkenswert ist der hohe Schwefelgehalt der Haferproteine. 
Glutenin ist scheinbar im Hafer nicht vorhanden. Der HaupteiweiBkorper des 
Mais, das Zein, ist minderwertig, da Tryptophan, Lysin und GlykokoU fehlen. 
Teilweise wird dieser Mangel durch das Glutenin des Mais ausgeglichen. Reis 
enthàlt zur Hauptsache ein Glutenin (alkohollôslich), das Oryzenin, daneben 
kleine Mengen Albumin und Globulin. 

Die Hülsenfrüchte sind wie die Getreidefrüchte fettarm. Dagegen ist der 
Aschegehalt hôher als bei diesen. Besonders sind Calcium und Kalium stàrker 
vertreten, wàhrend sie weniger Phosphor enthalten. Der HaupteiweiBstoff der 
in Frage kommenden Phaseolusbohne, deren Samen (als weiBe Bohne) auch 
für die menschhche Ernàhrung wichtig ist, ist das Phaseolin. Daneben kommen 
kleine Mengen Vicellin (GlobuUn) und Legumelin (Albumin) vor. Bemerkens- 
wert ist der hohe Arginingehalt dieser Proteine (beim Phaseohn 4,9%). Das 
Globulin der Bohne enthàlt bedeutend weniger Tyrosin als das der Getreide- 
arten. Die Sojabohne ist durch einen hohen Fettgehalt ausgezeichnet. Der 
Proteingehalt ist ebenfalls grôBer. Der HaupteiweiBstoff ist das Globulin 
Glycinin, mit hohem Arginingehalt (Pflanzencasein!). 

Grüne Gemüse werden bei der Tierhaltung nicht nur als Tràger der Vitamine 
verfüttert, sondern ebensosehr als Ergànzung der unterwertigen Proteine und 
der Mineralien. Die Zusammensetzung der wichtigsten Gemüsearten geht aus 
folgender Tabelle hervor. 

Ta belle 5 


Art des Gemüses 

Wasser 

N- 

Substaiiz 

Fett 

Kohlo- 

hydrate 

Rohfaser 

' 

Aschc 

WeiBkohl 

92,11 

1,52 

0,15 

4,17 

1,17 

0,88 

Rotkohl ...... 

91,61 

1,67 

0,17 

4,78 

1,05 

0,72 

Wirsing 

89,60 

2,66 

0,45 

5,02 

1,07 

1,20 

Blumeiikohl .... 

90,89 

2,48 

0,34 

4,55 

0,91 

0,83 

Grünkohl 

80,50 

4,90 

0,89 

10,28 

1,87 

1,56 

Spinat (Blàttor) . . . 

93,34 

2,28 

0,27 

1,74 

0,50 

1,87 

Schnittbohnen . . . 

89,06 

2,62 

0,19 ! 

! 6,30 

1,15 

i 0,68 

Waehsbohnen .... 

i 92,61 

i 1,77 

0,16 

3,85 

0,99 

1 0,61 

Spargel (geschàlt) . . 

95,34 

1,64 

0,11 

1,74 

0,63 

0,54 

Tomaten 

93,42 

0,95 

1 0,19 

3,99 

1 0,84 

0,61 

Gurken (geschàlt) . . 

97,66 

0,55 

i 0,17 

0,89 

j 0,30 

0,43 

Kopfsalat 

! 94,88 

1,42 

0,28 

1,88 

0,64 

0,90 

Endiviensalat .... 

i 94,13 

1,76 

0,13 

2,58 

0,62 

; 0,78 

Feldsalat ...... 

: 93,41 

2,09 

0,41 

1 2,73 

0,57 

j 0,79 

Môhren 

86,77 

1,18 

0,29 1 

9,06 

1,67 

1,03 


Über die Proteine der Gemüse ist nicht viel bekannt. Nur so viel steht fest, 
daB in ihnen EiweiBarten vorkommen, die in vielen Getreidearten fehlen und 
daB sie als Ergànzung dieser minderwertigen Proteine eine nicht unerhebliche 

2 * 
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RoUe spielen. Die Kohlehydrate bestehen zur Hauptsache aus Glucose und 
Fructose. Daneben finden sich Cellulose und Pentosane. Gemüseaschen sind 
reich an Kalium und Magnésium. Viele Gemüse enthalten reichlich Eisen (Kopf- 
salat), daneben finden sich Phosphorsàure, Schwefelsâure und Chlor. 

Das Fleisch enthàlt die hochwertigsten Proteine. Seine Zusammensetzung 
geht aus folgender Tabelle hervor. 

Tabelle 6. Chemische Zusammensetzung des Fleisches 

Wasser 70—75% 

Proteine 

Muskelwand ( Sarkolemma, Stroma) . 

Bindegewebe (leimgebend) 2 — 5% 

Fett (zwischen den Muskelfasern abgelagert) 0,5 — 3,5 % 

Asche . 0,8— 1,8% 



EiweiB aus Ochsenmuskel besteht aus: 2,1% Glykokoll, 3,7% Alanin, 
0,8% Valin, ll,7%Leucin, 3,2% Phenylalanin, 2,2%Tyrosin, 5,8% Prolin, 
4,5% Asparaginsàure, 15,5% Glutaminsàure + Tryptophan, 7,5% Arginin, 
7,6% Lysin, 18%, Histidin, 1,1% Ammoniak. 

Fleischasche ist zur Hauptsache Kaliumphosphat. Fleisch enthàlt wenig 
Kohlehydrate, Pferdefleisch mehr als andere Fleischarten. 

Gélatine zeichnet sich durch einen besonders hohen Gehalt an Glykokoll 
aus. Dagegen fehlen Cystin, Tyrosin und Tryptophan, auch Glutaminsàure ist 
nur in geringer Menge vertreten. 

Milch hat im Mittel folgende Zusammensetzung: 


Wasser 

Casein 

Albumin und Globiilin 

Asche 

Reststickstoffsubstanz 

Fett 

Milchzucker 


2 - 2 , 5 % 

0,5% 

0,75% 

0,3% 

2, 8-3,5% 
4-5% 


Der HaupteiweiBkorper der Milch ist das Casein, es besteht aus folgenden 
Aminosàuren 22) : 


Tabelle 7 

Glykokoll 0 g Phenylalanin 3,5 g 

Alanin 0,9 g Tyrosin 4,5 g 

Valin 6,69 g Tryptophan 2,0 g 

Leucin 7,92 g Histidin ; 2,6 g 

Isoleucin 1,43 g Arginin 4,8 g 

Serin 0,43 g Lysin 5,8 g 

Asparaginsàure 1,2 g Ammoniak 1,8 g 

Glutaminsàure 10,77 g Cystin + 

Prolin 6,7 g Oxyprolin 0,23 g 


Bemerkenswert ist das Fehlen des Glykokolls. Die Milch enthàlt 0,75% 
Asche, die aus: 


22) Vgl. auch Vickery -White, J. of biol. Chem. 103, 415 (1933). 
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Tabellc 8 


Kali 24,05 % 

Natron 8,18% 

Kalk 22,42% 

MagiK'ftia 2,5% 


Eiseiioxyd 0,29 % 

Phosphornaiirt' 20,28 % 

Sehw(‘f(‘lsaur(‘ 2,52 % 

Chlor 13,95% 


besteht. 


Tabclle 8 a. An al y se n von Tr o e k e n ni i l e li 


V ollmilc h trocken pu 1 ver 


Magerniilelijiiilvta* 


Protein 25,1 % 

F('tt 20,8 

Ziicker 37,0% 

AscIk'! 5,8 % 


PropMii .... 

. . . . 33,0 

Fctt 

. . . . hl% 

Ziick(‘r .... 

. . . . 53,1 ‘’o 

Aschc .... 

. . . . (, 

Wasser .... 

. . . . 4,(P*o 


Znsamrnenfassend ergibt sicli : 

Tierisolie Albumine enthalten kein Glykokoll, pflanzliehe Albumine da- 
gegen etwas Glykokoll. In letzteren ist ferner der Gidialt an Glutaminsaure 
erheblieh lidher als in ersteren. Tieris<*he (dobulini' uuterseheidtai .si(4i wenig 
von den tierischen Albuminen. Pflanzliehe Globuline unterscheiden si eh von 
den tierischen durcli einen hoheriMi Gidialt an Arginin und Glutaminsaure. 
PflanzlielKî Albumine und Globuline enthalten wenig Tyrosin. l)i(‘ Gliadiru^ 
zeiclmen sieh durch einen IxuiKTkenswert hohen Gi'halt an Ammoniak, Prolin, 
Glutaminsaure und 'Pyrosin ans. (Jasein enthalt auB(‘r Glykokoll aile Ainino- 
sauren, Gélatine viel Glykokoll, aber kein Cystin, Tyrosin und Tryptophan. 


7. Über Ëinzelbestandteile der künstlichen Diaten 

Cas(dn, Wâhrend in d(Ui Zuehtdiàten das Oasiûn in roluu* Forni Viu'wen- 
dung finden kann, muB es in den Testdiaten erst (Ûikt Reinigung untcTworh'ii 
werden. Zu diesem Zweck geht man am besten nieht vom kàufliehen Cas(‘in 
ans, sondcu’ii stellt es sieh selbst lier. Man viTsetzt abgeralimte Milcli mit ver- 
dünnt(;r Essigsâure bis zur optimalen Ausflockung und filtriert das ('as(‘in durch 
Gaze ab. Der Niederschlag wird wieder in verdünnter Natronlauge gelost und 
erneut durch Saurezusatz gefàllt. Das Casein wird nun tagelang mit V(‘rdünnter 
Essigsâure gewaschen, wobei taglich das Wasser gewechsi‘lt wird. Man rührt 
die Mischung, die dünnflüssig sein soll, mehrmals am Tagi; uni. SchheBheh wird 
das Casein abfiltriiu’t und in Alkohol suspendiert. Nach langerem Stehen fil- 
triert man ab, trocknet mit starkenmi Alkohol, dann mit Âther und extrahiert 
das Casein erschopfend mit Âther irn Soxleth. Das so vorbehandelte Casiûn 
wird erst an der Luft, dann 24 Stunden lang bei 100^ getrocknet. Man kann (‘s 
weiter in flachen Schalen ausbreit(‘n und 24 Stunden lang an dcT Luft auf 12()‘’ 
erhitzen. 

Funk und Macallum 22a) extrahieren das Casein 6 Stunden mit 95 %igem 
Alkohol. Nach Drummond 22b) genügt die Behandlung aber nicht. Es niuB 
mindestens zweimal je 6 Stunden bei 60^ mit Alkohol und dann weiter 0 Stunden 
mit Âther behandelt werden. Absolut vitaminfreies Casein ist schwiT herzu- 
stellen. Namentlich die Vitamine A und Bg werden hartnàckig festgehalten. 


22 a) Funk, c. s. Z. physiol. Chem. J 91 4. 

22b) Drummond, Biocliemic. J. 10, 10 (1889). 


2 ' 
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Ein Ersatz des Caseins in der Kost diirch EiereiweiB ist anf die Dauer 
ungenügend (Boas 23)) (vielleicht wegen Mangel an Lysin ?). Die Verwendung 
von Casein, das durcli die Erhitzung eine bràunliehe Farbe angenommen batte, 
fiihrt leicht zu Durchfall, namentlich bei Màusen (Vogt-Moller). 

Fett. Als Fett verwendet man Butterfett, das man ans bei niederer Teni- 
peratur geschmolzener und filtrierter Butter herstellt. Sehr günstig sind aueh 
die Erfahrungen mit gehàrteten Olen wie Araehisol oder anderen, da sie fast 
vitaminfrei sind. Man erhitzt sie vor Gebraueh einige Stunden unter Diirch- 
leitiing von Luft. Nach Hartwell ( 1 . e. 20) ist Schweineschmalz in einer 
synthetisehen ,,stoek“-Diàt besser als Butter. Gute Erfahrungen liegen mit ge- 
hàrtetem Baumwollsamenol (Criseo) vor. Die Fette diirfen allerdings nicht 
total hydriert sein, da nach Evans und Burr21) ungesàttigte Sàuren 
(Linolsàure) zum Wachstum notig sind. 

K O h 1 e h y d r a t e . Bei Verwendung von Kornstarke ist auf Vitaminfreiheit 
zu aehten. Namenthch Kartoffelstàrke kann Vitamin B 2 enthalten. Am bcsten 
ist Mais- oder Rtdsstàrke. Vollkommen vitaminfrei ist Rohrzucker. DÛî Ver- 
abreiehung der Stàrke geschieht ofter als Dextrin. Man erhitzt sie nach Bc- 
feiichten mit Wasser im Druektopf oder Autoklaven inc'hnTe Stunden, trocknet 
und pul verisiert ( P a 1 m e r - K e n n e d y 25 ) ) . 

Salze. Von grdüter Bedeutung fur das (îelingen eines Versuchs ist die 
ric'htige Zufuhr der Salze. Man gibt am besten kiinstliehe Mischungen, die der 
Korperasehe oder Milehasche nachgeahmt sind. Sie enthalten aile für das Tier 
ndtigen Elemente. Die bekanntcsten Zusammenstc'llungen sind: 


Osborne-Mendel- Salzmi 
Caleiurnearbonat 
N atriumearbonat 
Phosphorsàurc 
Schwefelsàiire . 
Zitronensàure . 

Ferrieitrat . . 

Kaliumjodid . 
Natriumfluorid 
K a 1 i U malu m iniu m ala un 
Magn e siu m ( • ar bon a t 
Kaliurnearbonat 

Salzsâure 

Mangansulfat . . . 


hung2G) 

134, S 

34.2 

103.2 
9,2 

111,1 
0,34 + 
0,02 
0,248 
0,0245 

24.2 

143.3 
53,4 

0,079 


1,5 Wasser 
1,5 Wasser 


Die Salzmisehung wird hergestellt durch Mischen obiger Sàuren und Salze 
unter Wasserzusatz. Die wàBrige Losung, die einen Niederschlag enthàlt, wird 
auf dem Wasserbad zur Trockne vcrdampft und das trockne Salz im Morser 
f(‘in zerkleinert. 


23) Boas, Biochemic. J. 18, 424 (1924). 

24) Evans- B u r r , J . of . biol. Chom. 96. 

25) Palmer c. s., J. of biol. Chem. 74, 591 (1927); 75, 619 (1927). 

26) Osborn(i c. s., J. of biol. Chem. 34, 131, 1918. 
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Salzmischung nach McCollum- Simmonds 27) : 

Kochsalz 0,173 

Natriiimphosphat, priraàr. HgO . . 0,347 

Kaliumphosphat, sek 0,954 

CaH4{P04)2 • H^O 0,540 

Ferri câtrat 0,1 IS 

(kldumlactat, krist 1,3 (enthalt 13% Ca) 

Magnesiiimsulfat, wasserfrei . . . 0,200 



Die St ('Oiiboek-M is 

ehiingc'ii 28) 

Mischnn^ 35: 

Koehsalz .... 

. . . 1,0 


( iil eiu mcar 1 )ona t . 

. . . 1,5 

Mischun^T; 32: 

NaCl 

. . . 0,202 


MgS 04 , wasserfrei . 

. . . 0,311 


Na JiPO^ • 12 HY) 

. . . 0,520 


K 2 HPO 4 . . “ . 

. . . 1,115 


{^a,H,(P() 4 ) 2 • DA) 

. . . 1,110 


Caleiiimlaetat . . 

. . . 0,289 


Ferrieitrat .... 

. . . 0,138 


Audi bd oiner natürliehen Diàt, z. 11. auf einer Zuditkost, ist du? V(‘r- 
abreichuiig von Salz wicditiger als vielfach angenoininen wird. Ratteii od(‘r 
IVIause gcdoihon anf (âiier Getreidekost mit Saizznlage besser als ohno 8alz. 
Meist wird NaCl zugogcdion. Die ( -aleiumzufuhr ist aber auf Getn^idediati'ii 
elxMiso wichtig, da sonst leidit Kalkmang(‘l(‘rs(4ieinungen aiiftretcMi konneii. 

Vitamine. Eine Diiit, mit dcaxai Hilfe maii den Vitamingebalt einer 
Substanz errnitteln will, soll aile anderen Vitamiiu^ in ausnâehendc'r Meng(î 
enthalten. 

Vitamin A wird meist in Form von Ijebertran oder llntter verabreieht, man 
aehte aller die Güte des Trans und nehrne nieht einen beliebigen. An Ber LebcT- 
tran stehen uns versehiedene Konz(‘ntrat(‘ zur Viu’fügung, so b(^sond(‘rs 

das Prâparat Vogan der I. G. FarlxMi und M(‘rek, das ab(‘r aiieh Vitarnin D-haltig 
ist. Man kann weiter aueh die (Jarotiru^ ziig(‘ben. Zu bt^aehttai ist, daB das 
Vitamin A bei unzweekmàBiger Lagerung und bei WTmischen mit fein verti'ilten 
Stoffen leieht zerstcirt wird. Es wird ferner zersetzt, wenn es in der Kost mit 
gehartetem Walfisc4iôl oder mit Sehweineschmalz, der vorlier auf ]00‘^ (‘rhitzt 
wurde, gemischt wird. Auf 50^ erhitztes 8ehw(4nefett und ung(4iart(‘t(\s Coeosol 
zerstorcn das Vitamin nieht. Das Vitamin A soll, wenn irgend moglieb, getnaint 
von der übrigen Kost verabreieht werden. (Ein 8tandardl(4)crtran wird von 
Squibb Sons, New York City, abgegeben.) 

Vitamin B wird imast in Form troekener BraucTeihefe verfiittert. Bàckerei- 
hefe ist weniger wirksam. Oft ist es notig, abgetotete Hefe zu nehmen, da sonst 
die Vitamine im Darmkanal syntlietisiert werdmi. Trockenhefc enthalt sâmt- 
liclie Vitamine der B-lhaippe. 

Als Bj^-Zugabe dient ein Fullcrerdeadsorbat oder ein alkoholischer Weizen- 
auszug (Bourquin). Aueh Tikitiki-Extrakt aus Reissehalen wird viel benutzt. 
Neuerdings bringt die I. G. Farben reines Vitamin B^ in d(m Handel. Die 

27) McCollum c. s., J. of biol. Chcmi. 33, 55 (1918). 

28) Stcu'iibock, J. of biol. Chem. 40, 501 (1919). 
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Prâparate Marmite (The Marmite Food Extrakt Co. Ltd. Mincing Lane House, 
59 East Cheap, London EC 30) und Vegex (Vegex Inc., 170 Varick Str., New 
York City) sind als Bj-Zulage oft nngenügend (!). 

Vitamin Bg wird in Form autoklavierter Hefe (5 Stunden bei 120^) oder 
autoklavierter Hefeextrakte verfüttert. Ein reines Bg-Prâparat (Flavin) ist 
unschwer herzustellen. 

Sehr vitaminreiciH" Hefe, die fast allgomoin in der amerikanischen Literatiir 
als die beste bezeichnet wird, liefert North Western Yt'ast Company, 1750 North 
Ashland Ave., Chikago 111. (IJ.S.A.). 

Vitamin C gibt man in Form decitrierten Zitronensafts oder als krist. 
Pràparat (Ascorbinsàiire). In Ampullen oder Piilverform erhàltlich ist das 
Cebion Merck. 

Vitamin D wird in Form des reinen krist. Pràparats Vigantol gcgcben. 
Die Zufuhr kann natürlich auch durch Ultraviolett-Bestrahlung der Tiere 
oder des Futters erfolgen. 

Vitamin E mnB namentlich bei Wachstumsversuchen ziigelegt werden. 
Meist bedient man sich, wenn ein Konzentrat nicht erhàltlich ist, des Weizen- 
keimôls. 

8. Die Form der Fütterung 

Die Verfütterung einer Diât soll nie als Pulver erfolgen, da die Tiere dann 
die Môglichkeit haben, den ihnen zusagenden Bestandteil herauszusuchen. 
Vielfach wird vorgeschlagen, die Kost mit Wasser in Breiform zu füttern. Einc 

solche Nahriing bietet aber den Nagewerk- 
zeiigen der Tiere nicht genügend Betàtigung 
und ist auf die Davier ungeeignet. 

Die zweckmàBigstc Form der Fütterung 
ist die eines Keks. Die Bestandteilc werden 
mit Wasser zu einem Brei von Kuchenbrei- 
konsistenz geknetet, flach ausgewalzt, zu Keks 
geschnitten und entweder an der Luft ge- 
trocknet oder auf einer mit Olivenol gefetteten 
Platte leicht gebacken. 

Die Vitamine sollen môglichst nicht mit 
der Kost verabreicht werden. WàBrige Losungen 
werden entweder mit der Sonde gegeben oder 
aber mit wenig Nahrung angerührt verfüttert. 
Die Sondendarrcichung geschieht in Rücken- 
strecklage. Die Sonde für Ratten und Mau se 
wird an einer Rekordspritze befestigt. Sie be- 
steht ans einem dünnen steifen Catgut- oder 
Hartgummirohr. Olige Losungen werden mit der Pipette verfüttert (s. Abb. 15). 

Wasser wird den Tieren in den Windausschen Trinkflaschen gegeben. 
Sie verhindern ein Verunreinigen und bieten den Tieren stets Trinkgelegenheit. 
Auch billige Trinkflaschen, z. B. ein oben mit einer Kugel versehenes und durch 
einen Gummistopfen verschlossenes Glasrohr sind praktisch. Für Màuse ver- 
wenden wir die oben abgebildeten Reagensrohre. 

29) Schultz, Z. Kinderheilk. 47, 472 (1929). 



Abb. 15. P ipetten fütterung. 
(Nach Schultz 29).) 



Mileh wird in Steingutnàpfen verabreicht. Fiittornàpfc' best(‘hoii ebenfalLs 
ans diesem Material. Sie müssen oft gesàiibert werden. Wir stellen sic auf das 
oben abgebildete Sitzbrett. Parsons gibt FutP'rkàston an, dk‘ oin Verstreiion 
dcr Nahrung verhindern solleii. Das Futter wird dabci dureh ein weitmasc*liig(‘s 
Drahtnetz bedeckt. 

Als WasstT diorit in d(‘n in(âst(‘ii Fall(‘ii Dâtuii^^swassrr. Pit t t'inpfii'hlt 

eino'Ti Ziisatz von 2 Tropfen l^ngo I scîIhm- L(")snn^ auf 1 Wasst'i’ (10 g Kaliuni- 

jodid und 5 g Jod auf 100 oein Wass(‘r). Dur Zusatz soll Baktorkaiwachst uni vor- 
liüten. 


Zeichnung der Tiere 

Wca'don in eimnn Kafig Tn('lu*('r(‘ Tiere gelialten, ist eim' Markic'rung nnvc'rincâd- 
liar. Man kann sic' ('rrc'iehc'n dureh Farbung vi'rsebic'diaH'r Koi’pi'rteile (z. B. Biiekcai, 
linke Seit(‘, rc'chto Seite, Bau(*li, beido Seitc'ii usw.) mit (‘iner waOrigi'n odc'r alko- 
holisclien Lôsiing von Pikrinsaiire. Dic^ Farbo hait sieh gut. Aueli das Aliseherc'ii 
der Haare aii bc'stimmti'n Ivorpca-teikai kann als Zcâehnung benutzt wej'dc'ii. 

(kinz sieher ist ('inc' Ohrmarkicaung. Sie kann ('rfolgcai dureh Stutzcai kk'inca* 
OhrstüekelK'ii niittels einer seharft'n Seh(a*(>. Der Eingriff ist selunc'rzlos und nn- 
lilntig. Die Markierung dureh Olirmarken ist (kai Tic'rcai vkd unangc'iK'hmer, 
aber bei Meersehwi'inehen nnd Kanineh('n nieht zu ningc'lK'ii. Hühiu'r, Kiiekc'ii 
und Taulxai erhaltc'ii numeriertc' Ik'inringe. 

Das Wag(>n der 'kierc' l'rfolgt auf (‘mpfindlielu'ii Ih’iefwaagc'ii odc'r andc'F’c'n 
Helielwaagen. Mause wc'i’den zu dii'sem Zwc'ek in kkani' Bk'elikiisten gc'sc'tzt, (k'nai 
Deekel mit BuftlOehern vei’sc'hc'ii ist. Fur RatBai gi))t <*s ents])r'('elu‘nd gî*o(.k‘i‘(‘ 
Kasti'ii. 



Spezieller Teil 


Die fettlôslidien Vitamine 

Das Vitamin Ai) 

Durch die Arbeiten von Mc Col lu m- Davis nnd Osbornc-Mendid übcr 
die Wachstiimswirkung diT Fette sowie durch die Untersuchungen von McGo- 
wan-McXcill, Findlay, Mori, Block und Blegvad übcr Zusaminenhànge 
z\^dschen Ernâhrung und gewissen Augenerkrankungen wissen wir heute, daB 
vicie Fette (ùnen Stoff (‘iithalten, der fur die Ernâhrung hdchst Ix'deutsain ist 
und dessen Fehlcn typi!^(*he Krankhcitserscheinungen hervorruft. Wir bezeichnen 
dicse Substanz mit Vitarnin A. 


I. Die Avitaminose Al) 

1. Die Symptôme des Vitamin A-Mangels 

Die Symptôme des Vitamin A-Mangels lassen sieh in 4 Gruppim teih'ii: 

a) Erscheinungen, die zurüekzuführen sind auf degeni'rati ve Ver- 
ànderungen der Haut- und Schleim hautstruktur, wie Kera- 
tinisii'rung und Verhornung des epithelialen Gewebes, verbunden mit 
Herabsetziing der Resistenz (gegenüber Infektiui). Die Ers(‘beinungen 
auBern sich bei drüsigmn Gewebe in einem Versiegen der Sekndion (bei 
den Trànendrüsen Zi^rsetzung und Infektion des Konjunktivalsekretcs, 
Austrocknung der Kornea, Lidverklebung, Xerophthalmie). 

b) Erscheinungen, die auf nervos(‘r Degeneration beruhen (kombinierte 
Strangdegeneration des Rückenmarks) und sich besonders l)ei Hunden 
und Schweinen in Spasmen, Paresen der Hinterbeim^ und Krampf- 
anfallen âuBern. 

c) S t d r U n g e n i m IH g m c n t h a u s h a 1 1 , wie die auf Verlust der Regem^ra- 
tionsfàhigkeit des Sehpurpurs beruhcnde Hemcralopie (Nachtblindheit). 

d) Stôrungen der S(;x ualsphàre , die denen bei Mange I an Vitamin E 
gleichen (b(‘i Mannchen: Degeneration der Samenkanalchen, Verlust 
des Keimepithels, bei Weibehen Résorption ssterili tilt) oder von diesen 
verschhxien sind (Verlust des Geschlechtstriebs, Nichtzustandekommcn 
von Befruchtung und Implantation). 

1) Shi'rrnan- Smith , The Vitamins. New York 1931. — Browning, The 
Vitamins. London 1931. 
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2. Die Erscheinungen der Avitaminose A bei der Ratte 

a) Wachstumsstillstand. Bei Ernàhrimg eines Tieres mit einer A-frcien Kost 
ist das erste Zeichen des Vitaminmangels der Wachstumsstillstand. Ratten 
wachscn nur in der ersten Zeit normal, bis auf der Mangeldiat die A-Reserven 
des Organismus erschôpft sind. Dann tretc'ii Wachstumsstillstand, Gewichts- 
verlust, allgemeine Schwâche und Appetitlosigkeit ein, die bald zum Tode 
führcn (nutritive Kollapse). Zulage von Vitamin A verhütet die Gewichtsab- 
nahme und ist irnstande, normales Wachstum wiederherzustellen. 

b) Xerophthalriiio. Erscdieinungen der Xerophthalmie sind bei Ratten auf 
einer Vitamin A-armen Kost hàufig. Etwa 3 — 5 Wochen nach Beginn der 
Eütterung treten pathologische Verànderungen auf, die zunàchst darin bestehen, 
dad den Tieren die Augenwimpern auszufallen beginnen. J)i(^ Augenlider sind 
verfàrbt und geschwollen. Die Tiere z(dgen eine gewisse Lichtscheu. Nacdi 
5 — 0 Wochen trübt sich dioKornea, die Skiera zeigt eine auffalleiuh^ Trockenheit. 
Absonderungen eines blutig-serosen Sekretes führt zu VcTklebungen der Aug(ui. 
Geschwüre ohiKi entzüiidliche Reaktion treteîi auf und schlk'Blich wird der 
ganze Bulbus befallen, wodurch es zu ilauernder Erblindung kommt. Die histo- 
logische Untersucliung bietet das typischo Bild der Keratomalaci(^ des Kinch's- 
alt(‘rs. 

Schon rein aufku'lich sind die Tiere in einern schlechten Zustand. Si(^ liabcm 
ein struppiges Eell und sind viel kleincr als gUûchaltrige g(‘sunde. Sicî zeigen 
aber nicht aile Xerophthalmie. 

Gudjonsson2) sali Xi'roplithalmii^ in 97% dc'r FalN', (‘iiK'Zalil, die niclit oft 
eiToicht wiirclc'. Schwclhin^ou und Verfarlauigen der Angi'iilidc'r sind da^cgcn 
imnv'r zu sehc'n. Di(‘ Xorophthalmii' ontwickidt sich bei jiin^c'rcai Tieri'u l('icht('r 
als bei alti'riai. All^caman tritt die* h^rkrankung (‘ini^(‘ Ta^(‘ vor Ih’nMcliini^ d(‘s 
llochstgewiehts auf, in viiden KalK'ii aber sjaiU'r. Slnnurian- Storins3) saluai 
X('rophthalmi(' l)(‘i Ratten, di(^ mit 4 Wochen in (liai Vi'rsueli kanuai, in 75% dia* 
Falle. Von alba-en Tiiaiai (2—9 Monate bei Vca'suehsix'ginn) (aitwickcdtiai nur 
25 % Xe7’0])lithalmie. 

(•) Hesi.stonzvermiiuleruiig und andere Erscheinungen der Avitaminose A. 

Bei der Avitaminose A ist die Emphinglichkeit gegen bakteriolle Einflüsse infolge 
der Epithelveranderungen auB(‘rordentlich erhdht. Die E])ithelv(‘randerung(m 
erstn'cken sich bis in die feinsteii Bronchien. Sie konnten nachg(‘wi(‘S(ai werden 
in Nasenhôhle, Trachea, submaxillaren und sublingualen Speicheldrüsen, Augen- 
drüsen, Parotis, Nierenbecken, Harnleiter, Blase, Prostata, Samenblase, Pan- 
kreas, Genitalorganen usw. Die epithéliale Métaplasie tritt zu(‘rst an Zungc‘ 
und Nierenbecken auf und führt im Vormagen zu G(‘schwürsbildungen, Kar- 
zinomen. An der Vaginalschleirnhaut entwickelt sich eine Kolpok(‘ratosc ge- 
nannte hkkrankung. Typisch ist das Auftreten von Süâmai im Verdauungstrakt 
(Eingeweidegicht der Hühner). 

Schadigungen, die auf Infektionsbcreitschaft der A-arrn (‘rnahrten Ratten 
zurückzuführen sind, wie Storungen der Verdauung, Durchfalle, Erkrankungen 
des Respiration sapparates, Eiterungen an Nasc und Stirnhohle, sowie Abszesse 
an der Zungenbasis kommen fast ebenso hàufig vor wie die Xerophthalmie 


2) Giidjonsson, Acta path. .scand. (Kobenh.) Suppl. 4, 189 (1930) und friiluu'e 
Arbciten . 

3) Sherman- Storms, J. amer. chem. Soc. 47, 1653 (1925). 
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selbst. Nervose Erscheinungen, wie Muskelschwâche und Muskelinkoordination, 
begleiten die Avitaminose A bci der Ratte ebenso wie die Hemeralopie. 

d) Vorstadîum der Xerophthalmie. Ein Vorstadhim der Xerophthalmie be- 
schreiben Mouriqiiand-Rollet-Chaix4). Sie kônnen durch Anwendung eines 
Binokiilarmikroskops bci der Ratte die ersten Zeichen 
der Avitaminose schon nach 20 Tagen feststellen. 

e) Salz xerophthalmie wird eine Erkrankung genannt, 
die mit typischer XtM'ophthalmie verlauft imd sich bei 
Ratten durch eine Kost mit 5% Butterfett und 0,2% 
Eisensulfat erzeugen laf3t. Die Erscheinung beruht auf 
oxydativer Zerstorung des Vita- 
mins A durch Eisen. 

3. Die Erscheinungen des 
Vitamin A-Mangels beim 
Hühnchen 5) 

Wc'îrden junge Kückon im 
Alter von 1 Tag auf eine A-freie 
Kost g(‘setzt, so zeigen sic in 
den ersten 3 Wochen gutes 
Waehstum. Zwischen der 3. und 
4. Woche tritt dann plôtzlicher Wachstumsstillstand ein, verbunden mit Gewichts- 
abnahme ( Abb. 17 ), Die Tiere haben einen schwankendenCang, machen unkoordinierto 
Bewegungen imd bewegen sich zuletzt überhaupt nur, wenn sie gescheucht werden. 
Um das Gleichgewicht zu halten, kriechen sie haufig nur aiif den Schenkeln. 

Im vorgeschrittenen Stadium liegen sie auf 
der Seite, der Kopf fallt vornüber, das 
Gefieder ist zerknittert und l)eschmutzt. 
Schnabel und Schenkel sind farblos ( Abb. 16). 
Der Appétit nimmt nicht ab. Sie kriechen bis 
zuletzt zum Futternapf, um die Nahrung zu 
erreichen. Erfolgt keino Zufuhr von Vita- 
min A, so tritt bei gleichbleibenden Sym- 
ptomen nach wenigen Tagen der Tod ein. 

A-Mangelerscheinungen beim Kücken 
wurden besonders von E m m e 1 1 - P e a c o c k , 
Hart, Steenbock und. Mitarbeiter, von 
H e n n i n g e r und Hu te h inson btîschrieben. 
Audi Hühner entwickeln A-Mangelsym- 
ptome (Eingeweidegicht). 


Abb. 16. Redits irn Bild ein Vitamin A-frci 
emahrtes Kückcm, links gleichaltriges gesundes. 
(Nach Elvehjem.) 



Abb. 17. Gewichtskurven Vitamin 
A'frei ernahrter Kücktai mit und 
ohne Lebertranzulage ( 2®/o der Kost). 
Ordinate ^ Gewicht, Abszisse = Zeit 
in Wochen. (Nach El veh j cm.) 


4, Die Erscheinungen der Avitaminose 
A beim Meerschweinchen 

Si mol a konnte feststellen, daû auch 
Meerschweinchen ohne Zufuhr des Vitamins A 
nach kurzer Zeit das Waehstum einstellen. 
Am besten werden junge Tiere mit einem 
Gewicht von 110 — 140 g benutzt. Auffallend 
ist bei Meerschweinchen die Erscheinung, 
dal3 das Vitamin durch Xanthophyll schein- 
bar ersetzt werden kann. Die Dosen, die für 
normales Waehstum nôtig sind, liegen er- 
heblich hôher als beim Carotin. 


4) Mouriquand c. s.. Bull. Acad. Méd. 103, 479 (1930). 

5) Elv(‘hjem c. s., J. of biol. Chem. 97, 76 (1932). — Kline c. s., J. of biol. 
Chem. 97, 83 (1932). 



29 


5. Die Avitaminose A bei anderen Tieren 

Auch andere Tiere erkranken an Xerophthalmie, wie z. B. der Hund. Die 
5,black-tong:ue^^ ist ein© kombinierte Avitaminose, die auch auf Fehlen A-wirk- 
samer Substanzen beruht. Intéressant ist die Erscheinung, dafi die black-tongue 
durch Vitamin A nicht zu beeinflnssen ist, aber sofort heilt, wenn Carotin ge- 
geben wird. 


II. Die Hypervitaminose A 6) 

1. Die Erscheinungen der Hypervitaminose A 

In groBen Dosen ist das Vitamin A bei Ratten und Màusen toxisch. Die 
Tiere zeigen Haarausfall, gerôtete, geschwollene, verklebte Augenlider und 
Exophthalmus. Bei der Sektion tritt eine bedeu tende Verfettung der Leber 


Tabelle 9 





Befund bei Versuchsendo am 12. Tage 


Dosierung in 

Zabi 


Durch- 


Ratteneinheiten 

(ier 

Gewichtsdifferenz von Anfangs- 

schiiittliche 

Zahl 



Tiero 

und Endgewicht in g bei den ein- 

Gewichts- 

der 

Tages- 

Gesamt- 

zelnen Màusen 

differenz 

Toten 

dosis 

menge 



in g 


250 

2500 

10 

— 1,5 ± + 1 -f0,5 —0,5 —4 






_ 3,6 — 1 —0,5 — 2 

— 1,0 

0 

500 

5000 

18 

4. __ 0,5 — 5 + H 2,5 — 0,5 






— 1 — 4 : +0,5 +0,5 + 1 + 1,5 
+ 0,5 _ 1 — 0,5 + 0,5 + 

— 0,6 

0 

1000 

10 000 

18 

__ 3,5 __ 1 _ 1 __ 2 — 3,5 — 3,5 






tôt 10. Tg. — 1 + — 1 + 0,5 
+ + 0,5 + 0,5 — 2 — 2 — 2 + 

— 1,24 

1 

2000 

20 000 

20 

— 5,5 — 5,5 — 6,5 tôt 7. Tg. 
tôt 7. Tg. tôt 7. Tg. — 4 — 4 

— 6 —7,5 tôt 11. Tg. tôt 8.Tg. 

— 6 —5,5 —5 totl2.Tg. —3,5 

— 3 tôt 10. Tg. —6 

- 5,2 

7 

4000 

40000 

8 

tôt 8. Tg. tôt 11. Tg. tôt 8. Tg. 






tôt 12. Tg. tôt 7. Tg. tôt 8. Tg. 
tôt 10. Tg. — 5,5 


7 

8000 

40—56 000 

4 

tôt 7. Tg. tôt 7. Tg. tôt 9. Tg. 






tôt 7. Tg. 

— 

4 

20000 

60—100 000 

4 

tôt 5. Tg. tôt 6. Tg, tôt 5. Tg. 






tôt 7. Tg. 


4 

20000 

60 000 

2 

tôt 4. Tg. tôt 6. Tg. 



2 

20000 

20000 

6 

tôt 6. Tg. tôt 12. Tg. —5,5 tôt 






8. Tg. tôt 8. Tg. tôt 8. Tg. 

— 5,5 

5 

Kontrollen (0,2 

ccm St^samol tâglich) 





8 

+ 1 +2 — 1,5 +2—1,5 +1 
— 0,5 +1 

+ 0,5 ' 

0 


6) Drigalski, Klin. Wschr. 308, 1171 (1933). — Moll -Domagk-Laq uer, 
Klin. Wschr. 1933, 465; Arch. f. exper. Path. 1933. — Oollazo, Klin. Wschr. 
1933. — Bomskov und Mitarbeiter, Z. exper. Med. 1933. — Moore, nach per- 
sônlicher Mitteilung. 
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hervor (Kupffersche Sternzellen). Bei der Hypervitaminose A kann die Lipoid- 
speicherung in den Endothelien der verschiedensten Organe so hochgradig sein, 
daB das histologische Bild an die Lipoidspeicherkrankheiten des Menschen er- 
innert. Überdosierung des Vitamins führt ferner zu einer Mineralverarmung 
der Knochen mit zahlreichen Spontanfrakturen. Auch wirkt die Hypervitami- 
nose A der rachitisheilenden Wirknng des Vitamins D entgegen. Kaninchen 
sind gegen die Überdosierung résistent. Das A-wirksame Carotin ist ungiftig. 

2. Die Bestimmung der toxischen Grenzdosis des Vitamins A 

Die toxische Grenzdosis wird an der Maus ermittelt, weil Mâuse gegen Über- 
dosierung des Vitamins A am empfindlichsten sind. Als Giftgrenzdosis gilt 
diejenige kleinste Menge, die bei mindestens 4 Màusen im Gewicht von 18 — 20 g, 
nach lOmaliger Darreichung eine Gewichtsabnahme von 2,5 g oder den Tod 
verursacht. Die verabreichte Volummenge darf dabei 0,2 ccm nicht überschreiten, 
die Darreichung muB mit der Sonde geschehen. Vorstehende Tabelle gibt ein 
ausführliches Beispiel?). 

Wie daraus ersichtlich, ist b€‘i der Tagesdosis von 1000 RE. von 18 Tieren nui* 
1 Tier eingegangcn, wahrend nur 3 Tiero starke Gewichtsabnalime zeigen. Im 
Durchschnitt wird eint) Abnahme von 2,5 g nicht orreicht. Dio Dosen über 2000 RE. 
sind durchweg toxisch, wahrend die imter 1000 RE. vertragen werden. Der Gift- 
grenzwert liegt zwischen 1000 — 2000 RE. 

Vogan tôtet in Tagesdosen von 4000 RE. mit einer Gesamtdosis von 40000 RE. 
sicher. Die Berechnung des thorapeutischen Index erfolgt ans der Wirksamkeit 
im Rattentestversuch auf Vitamin A imd der an Mauscm ermitt(iten Giftigkeit. 


m. Die Testmethoden auf Vitamin A 

A. Versuchstiere und ihre Haltung 

1. Ratten 

a) Auswahl der Versuchstiere. Das typische Tier für den Vitamin A-Test 
ist die Ratte. Man verwendet am besten 3 — 4 Wochen alte Tiere mit einem 
Gewicht von 35 — 55 g (Alter in Tagen: 21 — 28 Tage), da altéré Tiere gegen den 
A-Mangel nicht so empfindhch sind. In einigen Fàllen sind die Ratten schon 
früher brauchbar. Bei der Auswahl ist das Gewicht weniger wichtig als das 
Alter (NelsonS)). Tiere, die auf der Norris-Church-Zuchtdiàt9) gehalten 
wurden, sind schon mit 28 — 29 Tagen versuchsreif (vgl auch Sherman-Mun- 
selllO)). In den Laboratorien der I. G. Farbenindustrie und Merck verwendet 
man Tiere mit einem Gewicht von 35 — 45 g (Laquer c. s., 1. c. 7). 

Die Vorschrift der U-S-Pharmakopoe fordert Tiero, die einer bestimmten Zucht 
entstammen, und die nicht jünger als 25 Tage und nicht alter als 29 Tage sein 
sollen und nicht unter 35 g und nicht über 45 g wiegen dürfen. Die Forderung ist 
nicht immer einzuhalten. Wir kennen z. B. Rattenrassen, deren Junge schon mit 
25 Tagen 49 — 53 g schwer sind. Man nimmt in diesem Fall besser 21 — 23 Tage alte 

7) Holtz-Laquer c. s., Biochem. Z. 237, 248 (1931). — Moll-Dalmer c. s., 
Arch. f. exper. Path. 170, 176 (1933). 

8) Nelson, Science 68, 212 (1928). 

9) Norris c. s., J. of biol. Chem. 89, 589 (1930). 

10) Sherman c. s., J. amer. chem. Soc. 47, 1639 (1925). 
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Tiere im Gewicht von 40 — 45 g. Aile Würfe werdon im Alter von 7 Tagen auf 6 
reduziert. 

b) Haltung dor Yersuchstiere. Die Ratten werden in Einzelkàfigen ans 
Draht oder Glas gehalten. Vorbedingung ist stets die Verhütung der Kopro- 
phagie. Die Kafige stehen in einem besonderen Raum, der gut durchwàrmt und 
gelüftet ist. Glaskàfige oder Emailletôpfe werden mit einem Drahtnetzeinsatz 
als Sitzf lâche versehen. Der Boden wird zum besseren Wàrmeschutz mit einer 
Schicht Sàgemehl bedeckt, die so weit unterhalb der Sitzf lâche liegen muÛ, daB 
die Tiere sie mit der Pfote nicht erreichen konnen. 

c) Einteilung der Yersuchstiere. Für jede zu prüfende Substanz sind etwa 
4 — 6 Würfe erforderlich. Pro Dosis rechnet man mit 10 Tieren. Man teilt die 
Würfe in Zehnergriippen ein, von denen die eine als négative Kontrolle dient, 
wâhrend eine als positive Kontrolle mit einern bekannten Standardprâparat 
behandelt wird. Aile anderen Gruppen erhalten steigende Dosen des zu unter- 
suchenden Prâparats. Es ist darauf zu achten, daB die Versuchsgruppen ein- 
ander moglichst gleichwertig sind. Die Würfe werden so verteilt, daB in jeder 
Gruppe moglichst ein Tier eines jeden Wurfs vertreten ist. Auch ist auf gleiche 
Verteilung der Gewichte und Geschlechter zu achten (Cowardl2)). 

d) Fütterung der Yersuchstiere. Die Tiere erhalten eine der untenstehenden 
A-freien Diâten und Wasser ad libitum. Verschiedene Autoren bestimmen die 
tâglich gefressenen Nahrungsmengen. Bei Fortschreiten der Avitaminose wird 
mitunter tagelang die Nahrung verweigcrt. Wir sclbst haben die besten Er- 
fahrungen mit der Sherman-Diât gemacht (Nr. 3). 

Von groBter Wichtigkeit für den Testversuch auf Vitamin A ist die Zufuhr 
von Vitamin D. Fehlt dieses Vitamin in der Diât, so erzielt man mit einer 
Zugabe von Vitamin A überhaupt kein Wachstum. Erst beide Vitamine zu- 
sammen ermôglichen normales Wachstum. Ist das eine Vitamin in kleinerer 
Menge vorhanden als das andere, so wird das Wachstum durch das in der 
kleinsten Konzentration vorliegende Vitamin begrenzt. Die Zufuhr des Vita- 
mins D kann geschehen: 

1. durch Ultraviolettbestrahlung der Tiere oder des Futtersl3), 

2. durch Zufuhr von bestrahltem Ergosterin 14). 

Bei dem Studium der vor 1923 erschienenen Arbeiten über A-Testversuche 
ist zii bcriicksichtigen, daB man damais noch keinen Wert auf genügeiido Zufuhr 
des Vitamins D legtol5). 

In der Fütterungstechnik folgen wir den Angaben von Laquer und Mit- 
arbeitern (1. c. 7): Die einzelnen Futterbestandteile werden vermischt. Zu 
1 kg der Mischung gibt man 5 ccm einer mit vitaminfreiem Sesamôl hergesteUten 
Lôsung von kristallisiertem Vitamin D in einer Verdünnung des Handels- 
vigantols von 1 : 300. Die Mischung wird unter Zugabe von Wasser zu einem 
Brei von Kuchenkonsistenz geknetet. Die Kost muB wegen des Wassergehaltes 
oft bereitet werden. Die Zufuhr des Vitamins D in der Diât ist so bemessen, 

12) Coward, Biochemic. J. 27, 873 (1933). 

13) Steenbock c. s., J. of biol. Chem. 59 Proc. — Chick c. s., Bioche^mic. J. 
20, 633 (1926). 

14) Leigh c. s., Biochemic. J. 21, 208 (1927). 

15) Steenbock c. s., J. of biol. Chem. 56, 355 (1923); 73, 113 (1927); 61, 405 
(1924). 
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dafi bei einer Aufnahme von 10 g Futter die Ratte das Doppelte des tâglichen 
Bedarfs bekommt. 

Einzelne der unten angegebenen Diàten enthalten Leinsamenmehl. Ein solcher 
Zusatz ist môglichst zu meiden, da das Mehl eine Substanz, Gossypol, enthâlt, 
die dem Wachstum entgegenwirkt. Autoklavieren oder Zugabe von Eisen zer- 
stôrt diesel6). 

e) Die Verabreichung der zu testeuden Substanz. Je nachdem man einen 
prophylaktischen oder einen kurativen Test bevorzugt, wird die zu prüfende 
Substanz den Tieren bei Beginn des Versuchs oder erst nach einer Vorperiode 
zugegeben. Die Substanz muB stets getrennt von der anderen Nahrung ver- 
abreicht werden. Olige Lôsungen fûttert man mit der Pipette oder Sonde. 
Andere Substanzen werden mit einem kleinen Teil der Kost angertihrt. Zu- 
gabe der Substanz zur Testdiàt ist zu vermeiden, ,da feinverteilte Stoffe das 
Vitamin A zerstôren kônnenl7). 

f) Die Haltung der Zuchttiere. Von grôBter Bedeutung für den Test- 
versuch auf Vitamin A ist die Diàt der Muttertiere. Enthâlt sie zuviel Vitamin, 
so haben die Jungen solche A-Reserven, daB sie nur sehr schwer zu schàdigen 
sind und für Testversuche unbrauchbar werden. Das ist der Fall, wenn man 
eine Kost aus Vollmilchtrockenpulver und 1/3 Weizen füttert. Gibt man 
umgekehrt eine zu vitaminarme Kost, wie z. B. ^/g Vollmilchtrockenpulver 
und ^/g Weizen, sind die Jungen so empfindlich, daB sie schon wàhrend der 
Vorperiode eingehen. 

Bewàhrte Zuchtdiàten für Ratten, deren Junge für den A-Test Verwendung 
finden sollen, seien im folgenden mitgeteilt 18) : 

Sherman -Diât (1. c. 10 und 19)) : 1/3 Vollmilchtrockenpulver und ^y^Weizen- 
vollmehl, dazu 30 — 60 g Fleisch pro Tier/Woche, oder Vollmilchpulver und 
2/3 Vollweizenmehl, dazu pro Woche 2 % des Weizengewichts an Kochsalz und 
10% an Fleisch. 

Ü-S-Pharmakopoe-Diât: 33% Vollweizenmehl und 66% Vollmilchpulver, 
dazu 1 % des Weizens an NaCl. 

Diât von Laquer (1. c. 7): 


7 Teile Maisschrot 17,5% 

15 Teile Weizen (voll) 37,5% 

10 Teile Vollmilch 25 % 

3 Teile Hafer (voll) 7,5% 

5 Teile Brot 12,5% 

0,03 Teile CaC03 0,075% 

0,06 Teile NaCl 0,150% 


Das Maismehl wird mit der Milch kurz aufgekocht und die übrigen Be- 
standteile einschlieBlich der Korner mit dem Brei zu einer leicht brôckelnden 
Masse geknetet. AuBer dieser Kost erhalten die Tiere eine Zugabe von 2 mal 4 g 

16) Gallup, J. of biol. Chem. 91, 387 (1931). 

17) Marcus, J. of biol. Chem. 90, 607 (1931). 

18) Steenbock, Science 68, 449 (1923). — Cady c. s., J. of biol. Chem. 86, 
743 (1931). — Sure c. s., J. of biol. Chem. 83, 376 (1929). — Grafe, Handbuch der 
organischen Warenkunde 6, 61 (1928). 

19) Sherman c. s., J. of biol. Chem. 78, 671 (1928). — Osborne c. s., J. of 
biol. Chem. 60, 6 (1924). 
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magerem, fettfreiem, gemahlenem Pferdefleisch pro Woche und abwechselnd 
damit 4 mal je 2 g frisches Gemüse (Salat, Kohl) pro Tier und Woche. 

Die Diât von Sherman wurde von Laquer verlassen, weil sich herausstellte, 
daÛ die Tiere auf der Kost bis zum Versuchsbeginn nur selten das richtige Gewicht 
erreichen und weil wàhrend der Vorperiode zum kurativen Test betrâchtliche Tier- 
verluste eintraten. Dieselben schlechten Erfahrungen wurden mit einer modifi- 
zierten20) U-S-P-Diât gemacht, die aus 33% Weizen, 34% Maisschrot, 21% Voll- 
milchpulver, 2 % getrockneter Leber, 2 % Alfalfa und 7 % Leinsamenôl bestand. 
Unter Weglassung von Alfalfa und Leinsamen und dmch Zugabe von weiteren 
2 g Frischleber erhielten die Tiere abnorm hohe A-Reserven, die sie für den Test- 
versuch unbrauchbar machten. Auch bei der Laquerschen Kost empfiehlt es sich 
nioht, die Zulagen an Milch und Fleisch zu erhôhen. Die Tiere werden dadurch 
zwar schwerer, aber gegen den A-Mangel auch bedeutend resistenter. 

Gudjonsson21) gibt folgende Diàt für Zuchttiere, durch die die J ungen eine 
so kleine A-Reserve erhalten, daB es môgUch ist, sie für den prophylaktischen 
Test auf das A-Vitamin zu benutzen. Die Diât besteht aus: Magermilchpulver 
30 Teile, Reismehl 40, Hefe 15, CocosnuBôl unter Zusatz von 0,3 % Haifischôl 
15 Teile. Würfe, die auf dieser Kost erhalten wurden, sind nach A-freier Er- 
nàhrung schon nach 4 Wochen auch für den kurativen Test brauchbar. 

Gudjonsson erzielte mit dieser Zuchtkost gute Ergebnisse. Die Diât war 
für 10 Generationen genügend (Zuchtergebnis etwa 40 Würfe pro Monat von 
100 Muttertieren). Dabei erreichten die Jungen mit einem Alter von 30 Tagen ein 
Gewicht von etwa 45 g. Bei Verwendung dieser Tiere konnte die Vorperiode des 
Versuchs auf 4 — 5 Wochen beschrânkt werden. Bessere Ergebnisse wurden erzielt, 
wonn aile Würfe auf 6 reduziert wurden. Die angegebone Kostform ist unter der 
Bezeichnung Diât Nr. 4 von G. bekannt. 

Auch die von Bacharach bcsdiriebene Kostform für Zuchttiere, deren 
Junge für den Vitamin- A-Test Verwendung finden sollen, hat sich bewàhrt. 
Die Kost besteht aus: 


Weizen, ganz gemahlen 70 Teile 

VpUmilchtrockenpulver 30 ,, 

Marmite 5 ,, 

Wasser 45 ,, 


dazu 2 g Gemüse pro Tag sowie Imal pro Woche 2 — 3 g Fleisch und 2 mal pro 
Woche 2 g Leber oder Fleisch. Die Kost ist eine modifizierte Sherman - B-Diàt. 
N O r r i s 22) beschreibt eine Kost aus : 

1000 g Weizen (voll gemahlen) 

500 g TrockenvoUmüch 
75 g Weizenkeimen 
75 g Trockenhefe 
20 g Kochsalz, jodiert, 

mit einer 3 mal wôchentlichen Zulage von grünem Salat und einer Zugabe von 
3 g magerem Rindfleisch pro Woche. Tiere aus dieser Zucht sind im Alter von 
28 — 29 Tagen für den A-Test brauchbar. Sie entwickeln nach 26 — 33 Tagen 
auf einer A-freien Kost Ausfallserscheinungen. 


20) Holmes, J. Amer, pharmaceut. Assoc. 20, 6, 588 (1931). 

21) Gudjonsson, Biochemic. J. 24, 1592 (1930). 

22) Norris, J. of Nutrit. 6, 495 (1932). 

Bomskov, Vitaminforsdiung 3 
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Versuche, die standardisierton Zuchtratten zu lungehen, schlugen fehl 
(Franke 23)). Auch der Vorschlag von Samson-Korenschevsky 24), die 
Mutter zusammen mit den Jungen vom 16. Tage ab A-frei zu ernahron, ist 
nicht idéal. 

2. HÜlinclieii (1. c. 5). Einen Tag alte, weifie Leghornkücken werden mit A-freier 
Diàt und Wasser ad libitum ernâhrt. Die Tiere werden in Kâfigen mit Gitterboden 
gehalten, deren Wande und Deckel ebenfalls aus Drahtgeflecht bestehen. An jeden 
Kàfig angesclilossen ist ein etwa ebenso grofier, dessenWànde aber aus Holz oder 
Blech bestehen, und der ebenfalls mit Gitterboden versehen ist. Dieser Kàfig wird 
konstant elektrisch geheizt. Beide Kàfige, die durch eine kleine Ôffmmg verbunden 
sind, stehen auf einer verzinkten Metallplatte mit hochgebogenen Bàndern, die 
zum Auffangen der Exkremente dient. Der stabile Holzkàfig ist an drei Seiten 
mit etwa je 3 — 4 kreisrunden Ôffnungen versehen, durch die ein Kücken eben den 
Kopf hindurchstecken kann. AuBen befinden sich, etwas miterhalb dieser ôffnungen, 
kleine Krippen aus Metall, die abnehmbar befestigt sind. In diese Krippen wird 
teils die Nahrung, teils Wasser getan. Die tâglich gefütterte Menge wird gewogen. 
Die ganze Anlage steht auf einem sauberen Holztisch oder auf einer groBen Zink- 
f lâche. Die Anordnung der Futterkàsten ermôglicht es, die nur auBerhalb des 
Kàfigs verstreute Nahrimg zu sammeln und so den wirklichen Nahrungsbedarf 
der Tiere festzustellen. 

Auch 6 Wochen alte Kücken entwickein auf A-freier Diàt Mangelsymptome, 
doch treten die Erscheinungen der Avitaminose erst spàter ein. 

3. Meerschweinchen. Die Erzeugung einer Avitaminose A beirn Meerschwein- 
chen ist schwierig, da die Tiere nur seiten die A-freie Kostmischimg fressen. Die 
Meerschweinchen zeigen keine Augenverânderungen, sondern lediglich Gewichts- 
stillstand und Gewichtsabnalime. Auch die bei der Sektion gefundenen Verando- 
rungen weichen in manchon Fâllen von denen der Batte ab. 

Fur den Meerschweinchen versuch nimmt man am besten 4 — 6 Wochen alte 
Tiere, die zunàchst mit einer buttorhaltigen Kost gefüttert werden. Dabei ist es 
nôtig, sie zum Fressen anzulernen. Nur Tiere, bei denen (lies gelingt, sind für den 
Versuch brauchbar. Nachdem man sie etwa 4 Wochen auf dieser Kost gehalten hat 
(bis sie etwa 550 — 560 g schwer sind), wii*d die Buttt^rzulage durch Schweineschmalz 
ersetzt imd die Zitronensaftzulage, die wâhrend der Vorperiodo 20 ccin tâglich 
betrug, auf 4 ccm reduziert. Die Tiere nehmen gewôhnlich noch auf 600 g zu, erst 
dann tritt Gewichtsstillstand ein. Die Übcrlebensdauer der Tiere betrâgt 66 bis 
110 Tage. 


B. Vitamin A-jfreie Kostformen 

1. AUgemeines 

Zwei Schwierigkeiten ergeben sich bei der Auswahl einer A-freien Test- 
diàt. Die erste ist die, daB die Tiere nur schwer von ihren A-Reserven zu be- 
freien sind und nicht aufhoren zu wachsen. Die „run out time“, wie die Ameri- 
kaner sie nennen, ist zu lang. Zweitens ist die Ansprechbarkeit auf eine ge- 
gebene Vitamindosis bei den verschiedenen Kostformen verschieden und weiter 
auch bei derselben Kost unter den einzelnen Tieren schwankend. 

Bei der Zusammenstellung einer A-freien Kost ist vor allem darauf zu 
sehen, daB sie auBer dem fehlenden Vitamin aile anderen, für die Batte notigen, 
enthàlt. Über die Zufuhr des Vitamins D ist bereits das Nôtige gesagt. Neben 
diesem ist aber die Zufuhr der Vitamine der B-Gruppe ausschlaggebend. Meist 
verabreicht man sie in Form von Hefe, die vor Gebrauch erschôpfend mit Àther 
extrahiert wird, um Spuren des Vitamins A zu entfernen. Die Zufuhr von 


23) Franke, Ber. Physiol. 69, 499 (1933). 

24) Samson-Korenschevsky, Biochemic. J. 26, 322 (1932). 
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Vitamin C ist bei der Batte unnôtig. Beim Meerschweinchen wird man heute 
auf die reine Ascorbinsàure zurückgreifen. 

Ein Fettgehalt der Kost ist nach Laquer (1. c. 7b) môglichst zu vermeiden. 
Die Tiere müssen so stark sein, daB sie auch ohne Fettzufuhr wahrend des 
Versuchs wachsen. Auch Bacharach stellte fest, daB ein Fettgehalt der Kost 
auf den Ausfall des Versuchs ohne EinfluB ist 25). Dagegen scheint die An- 
wesenheit von Fett für die Résorption von Carotin wichtig. Ahmad 26) zeigte, 
daB zugeführtes Carotin bei Abwesenheit von Fett nur zu 10% resorbiert 
wird, wahrend die Aufnahme bei Fettangebot nahezu quantitativ war. 

Für den Versuchsverlauf ist es ferner gleichgültig, ob die Kohlehydrate 
als Stàrke oder Dextrin verabreicht werden. Demgegenüber scheint aber die 
verwandte Caseinform für das Testergebnis von grôBerer Bedeutung zu sein. 
Culhane27) gibt an, mit alkaUbehandeltem Casein leichter Xerophthalmie er- 
zeugen zu kônnen als mit gewôhnlichem. Coward28) hat gezeigt, daB man mit 
hochgereinigtem, vitaminfreiem sog. ,, Glaxo Casein^', wenn die Ratten auf- 
horen zu wachsen, durch A-Zulage das Wachstum nicht in Gang bringen kann 
oder aber, daB die Reaktion auf verschiedene Dosen fast gleich ist. Wurde in 
derselben Kost das Casein durch weniger gereinigtes sog. ,,light white Casein^ 
ersetzt, gelang die Auswertung steigender Dosen ohne Schwierigkeit. Es hat 
also den Anschein, daB im hochgereinigten Casein ein Stoff fehlt, der auBer 
der A-Wirkung vorhanden sein muB, damit Wachstum eintreten kann. Bacha- 
rach (1. c. 25) konnte allerdings die Befunde bei einem Vergleich zweier Diâten 
mit den beiden Caseinsorten mit oder ohne Fettzulage nicht bestâtigen. Er 
empfiehlt für Testversuche eine fetthaltige Kost mit Glaxo Casein (vgl. auch 
Moore 29)). 

Culhane 1. c. 27) vorglich zwei Kostforrmai mit light whito Casein und hoch- 
hochgereinigtem, erhitztem und extrahicrtem Casein. Danach enthàlt das light 
white Casein etwas Vitamin A, weil Tiere, die damit gefüttert wurden, viel lang- 
samer und eine viel weniger schwerc Xerophthalmie entwickelten, als auf der 
andcrenKost. Dementsprechend waren auch die Dosen, die zur Heilung der Xer- 
ophthalmio oder zu Wachsturnssteigerung führten, in beiden Fallen auBerordentlich 
V('rschieden. Wahrend auf der light white Casein Kost schon sehr kleine Mongon 
genügten, waren schon viel grôBere Dosen erforderlich, um eine Reaktion auf der 
anderen Kost auszulosen. Die Cowardsche Kost mit light white Casein enthielt 
kein Fett, wahrend die andere etwa 10% gehartete Pflanzenôle batte. Die fett- 
frt'ie Kost rief H autveranderungen liervor, selbst bei einer Hefezulage von 8%. 

Es ist unbedingt notig, bei einem Vergleich der in der Literatur nieder- 
gelegten Werte auf die Kostform zu achten. Auswertungen mit verschiedenen 
Kostmischungen sind nur schwer vergleichbar. 

2. Vitamin A-freie Diaten für Ratten 

Die nachstehend aufgeführten Kostmischungen für Ratten sind stets aus 
gereinigten Nâhrstoffen herzustellen. Fehlt bei der betreffenden Diàt aus 
irgendeinem Grunde die Angabe des Reinigungsverfahrens, ist zweckmàBig, 

25) Bacharach, Ber. Physiol. 72, 70 (1933). 

26) Ahmad, Biochemic. J. 25, 1195 (1931). 

27) Culhane, Ind. Engin. Chem. 51, 259 (1932). 

28) Coward, Biochemic. J. 23, 695 (1929). 

29) Moore, Meeting, Brit. Ass. 116 (1932). 


3 * 
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nach den unter Nr. 1 und 2 angegebenen Methoden vorzugehen. Die beiden 
Kostformen 1 und 2 zeigen die verschiedenen Typen der fettfreien und fett- 
haltigen Diàt. Die Sakmischungen sind einmal der Milchasche, zweitens der 
Kôrperascbe nachgeahmt. 

Nr. 1 (Osborne-Mendel30), Coward, 1. c. 12). 


Casein 18% 

Stàrke 76% 

Salzgemisch 4% 

Hefe 2% 


Das Casein (aus Kuhmilch) wird 24 Stimden lang in flachen Schalen auf 102® 
erhitzt. Man extrahiert darauf erschôpfend mit Alkohol und Ather im Soxleth. 
F un k 81) empfiehlt eine Alkoholextraktion in der Wârme und eine Behandlimg mit 
Oxydationsmitteln, die das Vitamin A schnell zerstôren. Pot ter 32) erhitzt in flacher 
Schicht 7 Tage lang im elektrischen Ofen auf 110®. Als Stârke dient Reisstârke, 
die ebenso behandelt wipd. Die trocken© Brauereihefe wird mit Ather extrahiert. 
Das Salzgemisch ist das Osborne-Mendelsche (1. c. 26). Die einzelnen Teile 
der Diàt werden gemischt, mit Wasser zu einem Brei von Kuchenbreikonsistenz ge- 
knetet imd flach ausgewalzt getrocknet. 

Nr. 2 (Drummond, 1. c. 44, v. Euler, c. s. 1. c. 46, Kuhn, c. s. 33)). 


Casein 

. . . 20% 

Dextrin 

. . . 15% 

Reisstârke 

. . . 35% 

Arachisôl, gehàrtet . . 

. . . 15% 

Vitox (Marmite) .... 

• • • 10% 

Salzgemisch 

■ . • 5% 


Das Casein wird mit Methanol hciC extrahiert und^ darauf 24 Stmiden lang 
auf 120® erhitzt. Die Reisstârke wird ebenso behandelt. Das Arachisôl wird 
8 Stimden bei 160® durchlüftet. Die Kost wird wie oben hergestellt. Aufierdem 
erhalten die Tiere je 2 klin. E. Vigantol pro Woche. Das Salzgemisch ist das 
MoCollum-Simmondsche 84). 

Bemerkungen zu nebenstehender Tabelle. Zu Nr. 3: Die Kost ist nacli 
den Erfahrungen von Laquer und nach unseren eigenen für den kurativen Wachs* 
tumstest am geeignetsten. Die einzelnen Bestandteile werden wie unter 1 und 2 
gereinigt, gemischt und mit etwa 70 ccm Wasser für 100 g geknetet. Man legt 0,06 % 
bestrahltes Ergosterin zu. Russell (1. c. 36) bestrahlt die fertige Mischung mit 
Ultraviolett (UV). Man kann den Zusatz von Ergosterin oder die TJV-Bestrahlung 
der Kost umgehen, wenn man nur 9,9% Hefe zulegt und die restlichen 0,1 % erst 
nach UV-Bestrahlung. Sherman -Munsell (1. c. 37) gaben 1926 eine ganz âhnliche 
Kost an, die 20 % Casein, 70 % Starke und 6 % Hefe enthielt. Sie wurde vor der Ver- 
abreichung UV bestrahlt. Das Casein wurde mit 90%igem Alkohol bei 80® 3 mal 
1 Stunde zum Sieden erhitzt (200 g Casein auf 600 ccm Alkohol), dann bei 100 bis 
120® getrocknet. Zu Nr. 4: Die Kost wird DV bestrahlt und soll in 60 Tagen Xer- 


30) Osborne c. s., J. of biol. Chem. 37, 667(1919),- 15, 311 (1913); 33, 55 (1918); 
45, 277 (1921). 

31) Funk, Die Vitamine. 

32) Pot ter. Science 1932, 1962. 

33) Kuhn c. s., Z. physiol. Chem. 213, 1 (1932). 

34) McCollum c. s., J. of biol. Chem. 33, 55 (1918). 



37 


Weitere A-freie Kostformen 


Nr. 

Autor 

Casein 

Stârke | 

Dextrin ■ 

L 1 

Hefe i 

- 1 

Salz- : 
gemisch | 

NaCl 

Fleisch 

Fett 

Agar 

3 

Sherman, c. s. 35), 35 a). 











36), 37) 

18 

67 


10 

4 

1 




4 

Sure 38) 

20 


66 

10 

4 





5 

Cady, c. s. 39) 

18 


70-72 

6—8 

4 





6 

Nelson, c. s. 40) .... 

18 


67 

8 

4 




2 

7 

Steenbock, c. s. ... 

18 


69 

6,9 

4 





8 

Ahmad, c. s 

20 

75 


5 

4 





9 

Sherman, c. s. 41) . . . 


82 


4 

4 


10 



10 

Pittenger 42) 


78 


6 

4 : 

18 



11 

Coward, c. s.43). . . . 

15 


73 

8 

4 1 




12 

Drummond, c. s. 44), 45) 

20 

50 


5 

5 i 


16 


13 1 

V. £ulor, c. s. 46), 47) . 

20 

50 


10 

^ i 


12 


14 ; 

Drummond, c. s. 48) . . 

15 

70 


5 

5 i 




15 ; 

Osborne, c. s 

18 

51 


5 

4 ' 


22 


16 

Heû, c. S.49) 

21 

57 



5 ! 


17 


17 i 

Funk, Scheunert 50) . 

20 ; 

55 


5 1 

5 1 


15 


18 i 

Olcott, c. s. 51) .... 

18 i 


46 

' 8 ' 

4 


24 


19 i 

Randoin, c. s, 52) . . . 

17 i 


63,5 

; 3,5 

4 : 


12 


20a 

Hauge, c. s. 53) .... 

18 1 

i 

1 63 

3 

4 


10 

2 

20b i 


15 

i 20 

1 52 

3 

3 * 


5 

2 

20c ^ 


i 18 

1 25 

38 

3 

4 ; 


10 

2 

21 

Morgan, c. s. 54) . . . 

19 


! 


4 ; 


6 

2 

22 

Culhane 55) 

t 20 

60 


5 

5 


9,9 


23 

Bacharach 56) .... 

20 

1 50 

i 


5 


10 


24 

1 Moore 57) 

20 

; 60 

! 

7,5 

1 5 : 

j 15 
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ophthalmie erzeugen. Die Salzmischung ist McCollumsche. Zu Nr. 6: Das Casein 
wird vor der Zubereitung UV bestrahlt. Zu Nr. 6 : Die Salzmischung ist die O sb orn e - 
sche. Man gibt zur Kost noch 1 % Ol hinzu, das vorher XJV bestrahlt wurde oder 
dem bestrahlten Ergosterin zugesetzt wurde. Das Casein wird 10 mal heifi mit 
Alkohol extrahiert, getrocknet, gemalilen und an der Luft erhitzt. Zur Dextri- 
nierung der Starke autoklaviert man die angefeuchtete Masse 2 Stunden bei 
15 Pfund Druck und trocknet im Heifiluftstrom bei 50 — 55®. Nach dem Trocknen 
wird staubfein zermahlen. Zu Nr. 7: Das Casein wird 2 Wochen in diumer Schicht 
auf 90® erhitzt. Die Kost enthàlt insgosamt 7% Hefe, von denen aber 0,1% erst 
nach UV-Bestrahlung zugegeben werden. Zu Nr. 8: Man gibt zur angeführten 
Mischung noch 0,01 mg bestrahltes Ergosterin pro Tag/Tier. Die Kost soll in 
4 — 5 Wochen Wachstumsstillstand erzeugen. Zu Nr. 9: Die Kostmischung ist 
unter der Bezeichnung Nr. 701 bekannt. Das Fleisch muB in Pulverform vorliegen. 
Es wird wiederholt mit heifiem Alkohol extrahiert, um anhaftendes Vitamin A 
zu entfernen. Die Salzmischung ist die O sb orn esche. Für D-Zufuhr muI3 gesorgt 
werden. Zu Nr. 10: Vitamin D muô zugegeben werdon. Zu Nr. 11: Die Kost ist 
imter der Bezeichnung A 51 C bekannt. Das Casein ist das light white Casein 
des British Droug. House. Mit Glaxo Casein (vitaminfrei) wurden schlechte Er- 
gebnisse erzielt. Als Starke wird Reisstârke dextriniert. Vitamin D»Zugabe nôtig. 
Zu Nr. 12: Die Diàt ist diejenige Form, aus der sich fast aile anderen entwickelt 
haben. Reinigung der Bestandteile unter 1 und 2. Zugabe von Apfelsinensaft zu 5 % 
der Kost. Nach den heutigen Erfahrungen unnôtig. Die Diat wurde von Chick- 
Roscoe (1. c. 47) zunachst ohne Zusatz von Vitamin D gegeben. Erst nach 5 Wochen 
erhielten die Tiere das Futter XJV -bestrahlt imd waren in weiteren 1 — 2 Wochen 
für den kurativen Test brauchbar. Zu Nr. 13: Verabreichung von Vitamin D in 
Form von Vigantol. Als Fett dient gehàrtetes Arachisol. Reinigung unter 2. 
Zu Nr. 14: Zufuhr von Vitamin D nôtig. Ursprüngliche Zugabe von 5% Zitronen- 
saft unnôtig. Zu Nr. 15: Zugabe von Vitamin D. Reinigung wie unter 1 und 2. 
Als Fett wird Crisco = gehàrtetes Baumwollsamenôl gegeben. Zu Nr. 16: Reis- 
starke, Osborne- Salzgemisch, hydriertes Baumwollsamenôl. Als B -Zugabe 60 mg 
Osborne-Wakeman-Hefeextrakt pro die. Zugabe von Vitamin D nôtig. Zu 
Nr. 17 : Das Casein wird 4 Stunden in dünner Schicht XJV bestrahlt, die Reisstârke 
desgleichen. Das Arachisôl wird 8 Stunden bei 150® durchlüftet. Das Salzgemisch 
ist das McCollumsche. Die Tiere erhalten aufîerdem 1 Tropfen Vigantol pro 
Woche. Statt Arachisôl kann erhitztes durchlüftetes Palmin verwandt werden. Zu 
Nr. 18: Die Salzmischimg ist die Osborn esche. Statt Dextrin wird reiner Rohr- 
zucker gegeben. Pro Kilogramm enthàlt die Mischung 10 Tropfen Viosterol. Zu 
Nr. 19: Die Kost soll besonders für den Prophylaxeversuch geeignet sein. Statt 
Casein wird Muskelpepton gegeben. Als Fett nimmt man Arachisôl. Das Salz- 
gemisch ist das Osbornesche. Zu Nr. 20a, b, c: Salzgemisch nach McCollum. 
Fett ist Schweineschmalz. Zufütterung von bestrahltem Ergosterin. Xerophthalmie 
nach 3 — 4 Wochen. Die beiden letzten Kostformen sind brauchbar für die Bestim- 
mung des Vitamin A-Gehaltes der verschiedenen Getreidearten, indem man die 
Starke (Maisstârke) durch das zu prüfende Mehl ersetzt. Zu Nr. 21: Salzmischung 
Osborne, Fett — XJV bestrahltes Crisco. Dazu 0,5 g Trockenhefe pro Tag/Tier. 
Zu Nr. 22: Als Hefe wird der Marmiteextrakt benutzt. Xerophthalmie nach 2 bis 
6 Wochen. Bekannt unter der Bezeichnung A 5. Reisstârke, Drumrnondsches 
Salzgemisch, dazu Radiostol 3000 E. 0,1 % der Kost. Ein Vergleich der Kost- 
mischung mit Nr. 1 1 ergab, dafî letztere die Tiere nicht genügend xerophthalmisch 
machte, da sie etwas Vitamin A enthielt. Das in vorliegender Kost benutzte Casein 
wurde extrahiert imd erhitzt. Zu Nr. 23 : Als Casein wird Glaxo Casein (vitaminfrei) 
benutzt. Die schlechten Erfahrungen Cowards (Nr. 11) konnten nicht bestàtigt 
werden. Reisstârke, McCollum- Salzgemisch, Arachisôl wurden verwandt. Die 
Mischung soll aufîerdem noch weitere 5 % fettfreie Weizenkeime und 5 % Zitronen- 
saft enthalten. Als Vitamin D wird 2mal wôchentlich jedem Tier Vigantol (100 E.) 
verabreicht. Zu Nr. 24: Das Casein ist Glaxo Casein. Reisstârke, Arachisôl, statt 
Hefe Marmiteextrakt. Pro Tag/Tier wird 1 Tropfen Radiostol (D) gegeben. 
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3. Vitamin A-anne Diaten für Kücken 

Diât von Elvehjem-Neu, 1. c. 5 
Gemahlener Mais (weil3) . 58% 

Weizenmehl, mittelfein . . 25 % 

Casein 12 % 

Salzgemisch 1 % 

Calciumearbonat . . • . . 1% 

Calciumphosphat .... 1 % 

Trockenhefe 2% 

Zugabe von 2% Lebertran errnôglicht normales Godeihen. Die Tiere (Tbalten 
zu obiger Kost Wasser ad libitum und werden wôchentlich 3mal je 20 Minutc'U 
UV bestrahlt. 


4. Vitamin A -arme Diaten für Meerschweinchen 

a) Diât von Simola. 

Mit der Kostform von Simola gelingt es, Meerschweinchen zum Wachstums- 
stillstand zu bringen. Die Kost ist nicht ganz A-frei, enthâlt aber für das Wachstum 
ungenügende V itaminmengen. 


Hafer, schwarz 800 g 

Weizenkleie 800 g 

Casein g 

CaCOa 80 g 

NaCl 20 g 


Die Tiere erhalten auBerdem dezitrierten Zitronensaft in Mengen von 3 — 4 ccm 
pro die. Waehstumsstillstand und Gowichtsverlust treten schon nach 3 — 4 Wochen 
auf. Zulage von 0,0075 mg Carotin oder 0,075 mg Xanthophyll ruft dann starkes 
Wachstum hervor, das aber nach gewisser Zeit wieder aufhort und durch crneiite 
grôBere Dosen wieder kehrt. 

b) Diât von Wolbach, Howe, Tozer, Book usw. 

Meerschweinchen werden zunâchst mit oiner Kost imtenstelurndor Zusammen- 
setzung etwa 4 Wochen lang gefüttert, bis sie ein Gc^wicht von 550 — 560 g erreicht 
haben. Dann ândert man die Mischimg durch Ersatz der Butter d\irch Schweine- 
schmalz und durch Rt^duktion der Zitronensaftgaben auf tâglich 4 ccm. Die Kost 
ist nicht ganz A-frei. Versuche mit reiner Ascorbinsâuro liegen nicht vor. 


Casein 1 5 % 

Stârke 75% 

Butterfett 6% 

Salzgemisch Osborne . . 3% 

Hefe 2 % 


Filterpapier und Wasser ad libitum, dazu tâglich 20 ccm Zitroru'nsaft. 


C. Die einzelnen Testmethoden 

Zur Auswertung des Vitamin A-Gehaltes sind verschiedene Methoden in 
Anwendung, von denen hier nur die bewàhrten genannt seien: 

1. Der Heilungstest, d. h. der Test, der die Heihmg der Xerophthalmie 
als Krfterium für die Vitamin A-Wirkung benutzt, wurde namentlich von 
Coward und Mitarbeitem empfohlon, ist aber nach den heutigen Er- 
fahrungen den anderen Methoden unterlegen. 

2. Der Wachstumstest von Drummond und Sherman mit ihren Mit- 
arbeitem ist die gebrâuchlichste Méthode und kann entweder kurativ 
oder aber prophylaktisch verwandt werden. 
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3. Der Kolpokeratose-Test von Hohlweg undDohrn, der namentlich in 
der von Laquer undMitarbeitem ausgearbeiteten Modifikation brauch- 
bar ist. 

4. Der Resistenztest von Boynton-Bradford, der, was Empfindlichkeit 
anbetrifft, den anderen Methoden mindestens gleichwertig ist. 

1. Der kurative Wachstiimstest 

Der kurative Wachstumstest, der auf Grund der Arbeiten von Osborne- 
Mendel, Steenbock, Drummond, Coward und Sherman ausgearbeitet 
wurde, beruht auf der Erscheinung, dafî Ratten, die aile für das Wachstum 
nôtigen Vitamine enthalten, das Wachstum einstellen, wenn in der Diàt das 
Vitamin A fehlt. Zulage von Vitamin A beeinfluBt das Wachstum spezifisch. 
Der Test zerfàllt in eine Vorperiode, wàhrend der die Tiere eine der oben an- 
gegebenen Kostformen, die A-frei sind, erhalten, bis die A-Reserven des Orga- 
nismus erschôpft sind, und in eine Versuchsperiode, wàhrend der die zu testende 
Substanz verabreicht wird. 

a) Vorperiode: Junge Ratten, die nach den oben angegebenen Richtlinien 
ausgewàhlt wurden, erhalten eine A-Mangelkost, bis sie das Wachstum ein- 
stellen und Symptôme von Xerophthalmie zeigen. Die Tiere werden 2 — 3 mal 
wôchenthch gewogen. Wachstumsstillstand und Xerophthalmie treten ge- 
wôhnlich nach 3 — 5 Wochen auf. Wenn die Tiere 7 Tage lang nicht mehr zu- 
nehmen oder aber schon abzunehmen beginnen, ist die Vorperiode zu Ende 
imd die zu prüfende Substanz wird zugefüttert. Das ist etwa in der 6. Versuchs- 
woche der Fall. 

Die Tiere, die zu Anfang des Versuchs etwa 40 — 50 g wiegen, haben dann 
ein Gewicht von etwa 70 — 130 g erreicht. Für den Testversuch sind aber nur 
solche mit einem Gewicht von 70 — 100 g brauchbar. Wenn môglich, sind die 
Grenzen noeh enger zu stecken. 

Steenbock und MitarbeitcT legen das Gewicht der Testtiere zii 70 — 125 g 
fest. Von 144 Tieren die A-frei emâhrt wurden, waren nach der Vorperiode 15 zu 
schwer und 20 an Infektionen erkrankt. Im allgemeinen ist das Gewicht der Ratten 
auf einer A-freien Kost nach Beendigung der Vorperiode auf der Steenbock -Diàt 
56 g, auf der Sherman-Kost 71 g und auf der reishaltigen Steenbock-Kost 65 g. 

Im allgemeinen wird man das Gewicht der weibhchen Tiere zu Beginn der 
Versuchsperiode mit 75 — 95 g und das der mànnHchen mit 75 — 100 g be- 
grenzen. Coward 68) nimmt für weibliche 84 g und für mànnliche Ratten 87 g. 

Die Augenerscheinungen treten bei 50% der Tiere schon vor der Gewichts- 
abnahme auf, bei 40% wàhrend der Gewichtsabnahme und bei 10% fehlen 
sie ganz. Négative KontroUen gehen, wenn man sie unbehandelt làBt, unter 
weiterem starkem Gewichtssturz 50 — 60 Tage nach Beginn der Mangelkost- 
darreichung gerechnet, zugrunde. 

b) Versuchsperiode: Die Versuchsperiode schheBt sich unmittelbar an die 
Vorperiode an. Der Beginn der Versuchsperiode fàllt auf den 7. Tag nach dem 
Gewichtsstillstand. Bei starkem Gewichtsabfall kann auch schon früher mit 
der Darreichung der zu prüfenden Substanz begonnen werden. Tiere, die schon 
ausgepràgte Xerophthalmie zeigen, scheiden für den Versuch aus. Selten hôrt 
die Gewichtsabnahme aller Tiere einer Sérié auf einmal auf. Man nimmt dann 

58) Coward, Biochemic. J. 26, 691 (1932). 
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die Tiere, die 7 Tage lang nicht zugenommen haben. Die anderen folgen erst 
einige Tage spâter nach. 

Jeder Test wird mit mindestens 10 Tieren für jede zu prüfende Dosis aus- 
geführt, Z. B. für 5 Dosen desselben Pràparats 6 Serien von je 10 Tieren. Dabei 
achtet man auf die oben gegebenen Anweisungen über die Verteilung der Tiere 
nach Abstammimg, Gewicht, Geschlecht nsw. Von diesen Serien dient eine 
als négative KontroUe, die anderen bekommen steigende Mengen des Pràparats. 
Um die Wirkung des nnbekannten Pràparats gleich auf die internationale Ein- 
heit zu beziehen, empfiehlt es sich, eine der obigen Serien mit einer bekannten 
Dosis eines Standardpràparates zu behandeln, um auf diese Weise die Wirkung 
des Standards zur Wirkung des Unbekannten in Beziehung zu bringen. 

Die Hohe der Dosis ist derart zu wàhlen, dafi die Gewichts- 
zunahme der Tiere pro Woche etwa 3 g betràgt. Auf diese Weise 
ergibt sich am leichtesten eine klare Beziehung zwischen Dosis 
und Wirkung. 

Die verschiedenen Dosen sind stets in dersfdben Menge Ô1 mit der Sonde odor 
Pipette zn verabreichen. Man verwendet am besten als Einheitsdosis 0,1 ccm 
Sosamôl, das 4 Stunden bei 200® im Hochvakuum erhitzt wiirde. Für gründliche 
Durchmischimg der oligen Losung muü gesorgt werden. Olivenôl kann Peroxyde 
enthalten, die das Vitamin schhell zerstôren. Zusatz von Hydrochinon 0,002 bis 0,05 % 
hat einen schützenden Effekt. Âthyloleat ist als Lôsungsmittol imbrauchbarSO). 
Die Zufütterung hat tàglich getrennt von der Nahrung zu orfolgen, da feinverteilte 
Stoffe, wie Stàrke, das Vitamin zerstôren kônnen. Bei der Darreichung ist zu 
beachten, dal3 grofie Dosen einmalig verabreicht dieselbe Wirkung haben, wie kloino 
Portionen derselben Dosis über làngere Zeit verteiltôO). 

Ist die zu prüfende Substanz kein Ol und relativ A-arm, so kann man ent- 
weder das Vitamin vorher aus diesen Stoffen extrahieren oder man ist ge- 
zwungen, einen erheblichen Teil der Kost durch die zu prüfende Substanz zu 
ersetzen. Man hat diese Méthode mit Erfolg auf die A-Bestimmung im Mais 
angewandt. Dabei wurde in der Kost stets ein bestimmter Teil der Stàrke 
durch das Maismehl ersetzt. 

c) Bauer der Vorsuchsperiode: Der Testversuch dauert 5 — 6 — 8 Wochen. 
Im aUgemeinen ist eine Versuchsdauer von 35 Tagen anzuraten. 

In Amerika benutzt man vielfach eine achtwôchentliche Période. Eine solche 
ist nicht zu empfehlen, da die Tiere zwar in den ersten 6 Wochen regelmàÛig an 
Gewicht zunehmen, nach dieser Zeit aber Unregelmâfiigkeiten auftreten, bei denen 
die tàgliche Gewichtszunahme für eine Woche berechnet für die 6. — 8. Woche 
immer kleiner wird. Die tàgliche Gewichtszunahme für den gosamten Achtwochen- 
versuch wird hierdurch kleiner als für den Fünfwochenversuch. Daher ist eine Einheit 
im Fünfwochenversuch ausgewertet eine kleinere GrôOe als im Achtwochenversuch. 
Mit anderen Worten wird für eine gegebene Vitaminmenge im Fünfwochenversuch 
mehr herauskommen als im Achtwochenversuch. Dio Begrenzimg der Versuchs- 
periode auf 6 Wochen erhôht die Werte um etwa 

Nach Sherman-Burtis61) kam für eine gegebene Vitaminmenge im 
Fünfwochenversuch eine durchschnitthehe wôchenthche Gewichtszunahme von 
3,62 g, im Achtwochenversuch eine solche von 3,24 g heraus. Bei làngerem 
Versuch treten unregelmàBige Schwankimgen der Gewichtskurve auf. 

69) Huston c. s., J. of biol. Chem. 79, 507 (1928). 

00) Olco vitt-Matill, J. of biol. Chem. 91, 105 (1931). 

61) Sherman c.s.. Dissertation, New York 1928 (s. Hume- Smith, Biochemic. 
J. 22, 504). 
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Schmidt-Nielsen 62) und Mitarbeiter sehen die Ursache dieser Schwan- 
kungen der Grewichtskurve in der wâhrend des Versuchs einsetzenden Pubertat 
des Tieres. Sie fanden, dafi die fallende Gewichtskurve nach weiteren Wochen wieder 
anstieg. Daher empfehlen sie eine Dauer der Versuciisperiode von mindestons 
3 Monaten oder besser eine solche von 5 Monaten. 

Coward und Kej63) geben verschiedene Reaktionstypen verschiedener 
Tiere auf dieselbe Dosis Vitamin A, die aus folgender Abbildung ersichtlich sind. 
Um diese auszuschalten, muB man eine Versuchsperiode von mindestens 
8 Wochen nehmen. Nach Coward 64) ist eine Auswertung zwar um so genauer, 

je langer sie ausgedehnt 
wird, aber sowohl Zeit- 
aufwand wie auch Ar- 
beitsleistung stehen in 
keinem Verhàltnis zur 
Verbesserung der Ge- 
nauigkeit. Daher genügt 
ein Dreiwochenversuch 
stets. 

d) Festlogung der 
Einheit: Nach Hume- 
Smith 65) ist die Re- 
aktion auf kleine Dosen 
gleich Null. Mittlere 
Dosen des Vitamins er- 
zeugen subnormalen Ge- 
wichtsanstieg mit spàter 
fallender Kurve. Grô- 
Bere Gaben führen vor- 
übergehend zu normalem Wachstum. Erst optimale Dosen ermôglichen 
dauemde Gewichtszunahme, 

Verschiedene Autoren bevorzugen die Begrenzung der Gewichtszunahme 
auf 3 g pro Woche und nennen die Vitaminmenge, die imstande ist, diese Wirkung 
hervorzurufen, eine Einheit 66). 

Die Festlegung dor Einheit auf normales Wachstum der Tiere ist weniger 
sicher und nicht immer reproduzierbar, da verschiedene Rattenrassen verschieden 
stark wachsen. Auch die von Javillier 67), Dutcher68) und Euler 69) als Einheit 
vorgeschlagene „halbe Wachstumswirkung*', die einer Zunahme von etwa 6 g pro 
Woche entspricht, ist abzulehnen. 

Sherman definiert die Einheit des Vitamins A als diejenige Menge, die 
tàghch verfüttert nach 5 — 8 Wochen die Augenerscheinungen zum Abheilen 

62) Schmidt-Nielsen, Biochemic. J. 23, 1163 (1929), Kong Norsk Vid. 
Selsk. 2, 44, 51 (1929). 

63) Coward-Key, Biochemic. J. 22, 1019 (1928). 

64) Coward, Biochemic. J. 1932 u. 1933. 

66) Hume c. s., Biochemic. J. 22, 604 (1928). 

66) Zilva c. s., Biochemic. J. 16, 664 (1921). 

67) Javillier, C. r. Acad. Sci. Paris 179, 998 (1924). 

68) Dutcher c. s., J. of biol. Chem. 76, 86 (1927). 

69) V. Euler c. s., Sv. Vet. Ark. Akad. Kemi 9, 117 (1929). 



Abb. 18. Reaktionstypen A-frei ernâhrter Ratten auf 
Zugabe derselben Vitamindosis. 

Gestrichelte Kurven — Gewichtsverlauf wâhrend der 
Vorperiode, ausgezogene Kurven — Gewichtsverlauf 
wâhrend der Behandlungsdauer. (Nach CoWard.) 
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bringt und eine durchschnittliche wôchentliche Gewichtszunahme von 3 g 
pro Ratte verursacht (U-S-P-Einheit). Besser ist die Définition von Laquer, 
die auch dem Vogan zugrunde liegt, und nach der eine Einheit diejenig© 
Menge darstellt, die tâglich verabreicht, nach 35 Tagen einen 
Gewichtsanstieg von i. D. 15 g und bei 60% der Tiere herbeiführt 
und die Augenerscheinungen zum Abheilon bringt. 

e) Auswortung der Yersuchsergebnîsse: Bei Auswertung der Versuchs- 
ergebnisse muB ein deutlicher Gang zu erkennen sein, derart, daB Tiere, die 
grôBere Dosen erhielten, auch grôBere Gewichtszunahme zeigen. 

Nach Coward vergleicht man am besten die Gewichtskurven der weib- 
lichen und mânnlichen Tiere getrennt. Bei Begrenzung der Gewichtszunahmen 
auf etwa 3 g pro Woche ist das aber unnotig. Bei der Auswertung der Kurven 
bleiben die Tiere, die in den ersten 20 Tagen des Versuchs eingehen, unberück- 
sichtigt. Auch Tiere, die aus der Reihe herausfaJlen und einen ungleichmàBigen 
Kurvenverlauf haben, werden nicht gewertet. 

Aus der Tabelle von Laquer und Mitarbeiter ist ein Auswortungsbeispiel 
in allen Phasen ersichtlich : Tabelle 10 zeigt die Zusammenfassung der Werte. 
Danach sterben bei der Tagesdosis von 2 mg von 10 Tieren 3. Von den rest- 
lichen erreicht der Durchschnitt eine Gewichtszunahme von 15 g, jedoch nur 
bei 3 Tieren, d. h. 43 %. Bei der Tagesdosis von 2,5 mg ist die Gewichtszunahme 
21 g. Eine Gewichtszunahme von 15 g erreichen 9 von 10 Tieren, also 90%. 
Bei der Tagesdosis von 1 mg und 0,5 mg geht ein groBer Teil der Tiere ein, 
die überlebenden zeigen Augenverànderungen und erreichen nicht die geforderte 
Gewichtszunahme. Die wirksame Dosis liegt zwischen 2 und 2,5 mg, also inner- 
halb einer Differenz von 25%. 

In Einheiten ausgedrückt hat der geprüfte Lebertran also etwa 400 bis 
500 Einheiten pro Gramm. Bei Carotin liegt die wirksame Dosis zwischen 
2 und 3 y. Vogan erfüllt die Bedingungen des Tests in einer Tagesdosis von 
0,025 mg. Es hat danach eine Wirksamkeit von 40000 Ratteneinheiten pro 
Kubikzentimeter. 

Erwahnt sei noch, daB Lebortran-Wasser-Emiilsionen oft hohere Worte er- 
geben als der entsprc^chende Tran iri derselben Dosis, wohl infolgc; hôheror Résorption 
der Emulsion 70)). 


.Tabelle 10. (Nach Laquer und Mitarbeiter) 


Dosis 
in mg 


Zabi 

der 

gewer- 

te4en 

Tiere 


Differenz zwischen Anfangs- u. 
Endg€^wicht d. Versuchsperiode 
kleinste grôBte . , 

Gewichts- ; Gewichts- 

I zunahme I zunahmc 
i . I . m g 

I m g I m g 


Zabi der Tiere 


mit mehr j 
als 3 g 1 
Gewichts- 
zunahme 


mit 

Xeroph- 

thamie 


tôt nach 
dem 
20. Tage 


absol. I in % absol. | in % | ab sol. | in % 


2,5 

10 ! 

+ 10 

+ 32 

; +21 

9 

90 

0 

0 

0 

1 0 

2,0 : 

7 i 

— 2 i 

-f 37 

: +15 

3 

43 

0 

0 

0 

0 

1,0 ! 

11 

— 1 

-f 25 

' + 6 

2 

i 18 

1 

9 

6 

1 55 

0,5 

7 


— 

0 

0 

0 

4 

60 : 

5 

70 


70) Jones c. s., Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 30, 511 (1933). 
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Laquer und Mîtarbeiter) 


Gewichtsdifferenz gegen- 
über dem Gewicht bei Be- 
giim der Versuchsperiode 
in g nach Tagen 

10 1 20 1 28 1 35 

Bemerkungen 

+ 6 

+ 6 

+ 9 

+ 16 

— 

+ 2 

+ 6 

+ 13 ! 

+ 19 

— 

+ 16 

+ 22 

+ 32 

+ 32 

— 

+ 11 

+ 14 

+ 16 

+ 18 

— 

+ 3 

+ 15 

+ 24 

+ 27 

— 

+ 11 

+ 19 

+ 27 

+ 27 

— 

+ 6 

+ 11 

+ 20 

+ 21 

— 

+ 4 ; 

+ 10 

+ 16 

+ 18 

— 

+ 10 

+ 19 

+ 23 

+ 20 

— 

— 8 

0 

+ 9 

+ 10 

___ 

+ 6 

+ 12 

+ 19! 

+ 21 


+ 5 

+ 13 

+ 13 

+ 18 

— 

+ 2 


— 

— 

Eingegangen am 14. Tag. 

+ 4 

+ 5 1 

+ 4 

— 2 

— 

0 

+ 

+ 14 

+ 11 

— 

+ 5 

+ 12 

+ 17 

+ 1 

__ 

+21 

+ 28 

+ 34* 

+ 30 

— 

+ 7 

+ 3 

+ 12 

+ 11 

— 

+ 8 

+ 21 

+ 37 

+ 37 

— 

— 

— 

— 

— 

Eingegangen am 4. Tag. 

— 

— 

— 

_ 

Eingegangen am 6. Tag, Magongeschwüre, Darmentzündimg. 

+ 7 

+ 12 

+ 19 

! +15 


+ 30 

+ 20 

+ 31 

+ 25 

' ” 

+ 23 

+ 27 

— 

— 

Eingegangen am 31. Tag, Abszess© am Zungengrund. 

-- 2 

+ 1 

+ 4 

+ 6 

— 

+ 9 . 

+ 12 

+ 17 

— 

Eingegangen am 30. Tag. 

+ 14 

+ 15 

+ 16 

+ 16 

— 

+ 21 

+ 23 

+ 14 

— 

Eingegangen am 31. Tag, Blutung im Magen. 

+ 1 

+ 3 

— 

— 

Eingegangen am 27. Tag, Blutung im Magen, Darmentzündung. 

+ 14 

+ 13 

+ 11 

+ 10 

— 

+ 12 

+ 15 

+ 14 

+ 9 

Xerophthalmie ab 32. Tag. 

+ 11 

+ 19 

+ 13 

— 

Eingegangen am 31. Tag, Abszesse am Zungengrund, Blutung 
in der Blasenwand, Blasensteine. 

+ 4 

+ 4 

— 

— 

Eingegangen am 25. Tag, Abszesse d. sublingualen Speicheldrüse. 

+ 12 

+ 13 

]+n_ 


1 ' 

+ 2 : 

+ l“8 

— 

— * 

Xerophthalmie ab 20. Tag, eingegangen am 21. Tag, Abszesse 
am Zungengrund, Magengeschwüre, Darmentzündimg. 

+ 3 

— 

— 

— 

Eingegangen am 18. Tag. 

+ 15 

+ 18 

0 

— 

Xerophthalmie ab 27. Tag, eingegangen am 33. Tag, Abszesse 
imd Geschwülste im Zungenrund, Blutung im Magen. 

+ 15 

+ 20 

— 

— 

Eingegangen am 26. Tag, Magengeschwür, Blutung in der 
Blasenschleimhaut, Blasensteine. 

+ 10 

+ 15 

— 3 

—19 

Xerophthalmie ab 32. Tag. 

1 


— 

— 

Eingegangen am 15. Tag, Geschwüreu. Abszesse im Zungengrund. 

— 3 

— 5 

— 

— 

Xerophthalmie ab 13. Tag, eingegangen am 28. Tag, Abszesse 
in den Halsljonphdrüsen. 

0 

— 16 

— 7 

— 13 

Xerophthalmie ab 32. Tag. 

— 

— 

— 

— 

Eingegangen am 8. Tag. 

+ 2 

+ 5 

+ 11 

— 

Eingegangen ara 32. Tag. 

"+ 4 

+ 3 

— 

— 
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Übersichtliche Bilder über den Versuchsverlauf erhàlt man durch Ein- 
tragung der Werte in ein Koordinatensystem (siehe Abb. 19 und 20). 

Man kann natürlich die gefundenen Ergebnisso auch in anderer Weise aus- 
werten. So ist es zulâssig, beim Vergleich zweier Siibstanzen anzugeben, wieviel 
Gramm jeder Substan^ dieselbe Gowichtszunahme verursacht. Eine weitere Môglich- 
keit ist die Zurückführung der untersuchten Siibstanz auf ein Standardprâparat. 
Ein solcher Vergleich ist immer am sichersten und man ist ziemlich unabhangig 
von der benutzten Kostform, von der Auswertungsdauer usw. Voraussetzimg ist 
dabei natürlich, dafi bei jedem Test das Standardprâparat mit ausgewertet wird. 
Über intemationalen Standard s. S. 63. Auch die Aufstellung einer Standardkurve, 
die natürlich mit groBem Tiermaterial erfolgen soll, kann zur Auswertung heran- 
gezogen werden. Man bestimmt dann für verschiedene Dosen des Standards die 
Gewichtszunahmen und trâgt sie auf der Ordinate eines Koordinatensystems ein. 




Abb. 19. Gewichtskurven mânnlicher 
(Male) und weiblicher (Female) Ratten 
auf vollwertiger Kost. 

(Nach Pittenger.) 


Abb. 20. Gewichtskurve einer Ratte 
wâhrend des kurativen Wachstiunstests. 
Vorperiode bis zum Kreuz, Behand- 
lungsperiode. (Nach Pittenger.) 


Die Dosis steht an der Abszisse. Aus der erhalteneii Kurvo kann rnan die der er- 
mittelten Gewichtszunahme entsprechende Menge des Standards ablescn und somit 
das unbekannte Prâparat gleich in Standard einheiten ausdrücken. 

f) Pehlergrenzen der Méthode. Nach Coward-Key-Dyer-Morgan (1. c. 63u. 64) 
betrâgt die Fehlergrenze der Méthode bei 10 Ratten pro Dosis etwa 30%. Sherman 
fand eine Fehlergrenze von 25 % bei 9 Tieren pro Dosis und einer achtwôchentlichen 
Versuchsdauer. Coward berechnet bei verschiedener Versuchsdauer die Ab- 
weichungen nach oben oder unten vom wahren Wert für den 1 — 2 — 3 — 4- und 
5-Wochenversuch nach oben zu 44 — 28 — 21 — 19 — 17% und nach unten zu 31 — 23 
— 18 — 16 — 15%. Zur Erzielung derselben Fehlergrenze muB man doppelt soviel 
weibliche als mânnlichc Ratten in den Versuch nehmen (z. B. 11 inânnliche oder 
21 weibliche Tiere pro Dosis). Das Geschlecht ist fast ohne EinfluB, wenn die 
Einheit bei 3 g pro Woche festgelegt wird. 

2. Modifikatîonen der kurativen Méthode 

a) Méthode von Coward, Nach Coward ist die Lebensdauer der Tiere im 
kurativen Testversuch proportional der gegebenen Vitaminmengo. LâBt man die 
Tiere, die in der ersten Woche der kurativen Période eingehen, unberücksicht und 
bewertet nur diejenigen von der 2. — 5. Woche, so erhâlt man ein Bild, das mit der 
Gewichtszunahme übereinstimmt. Ein Beispiel ist in folgender Tabelle gebracht. 
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Tabelle 12. (Nach Coward.) Toshowthegrowthresponseofgroups 
of rats to different doses of eod-liver oil, extracted ‘‘ligth 
white casein“ (B.D.H.) in the diet 


Dose 

of 

C.L.O. 

mg 

1 

Total 
no. of 
rats 

i 

1 

1 

Date test 
began 

! 

No. ! 
dead | 
in 1 ! 

week i 

1 

No. 
dead 
in 2-5 
weeks 

Bats alive 
at end of 

5 weeks 

i % i“- 

creasing 

i 10 g 1 

! in 5 weeks ; 

1 1 

Mean 
increase 
in 5 weeks 

g 

0,25 j 

31 

Jan. 1930 

2 i 

15 

14 

3 

—11,6 

! 



i 


(7ü, 7?) 



1,0 1 

37 

1 Apr. 1930 

7 

0 1 

1 24 

53 

13 

1 


i 



7$) 



1,5 

35 

May 1930 

5 1 

3 

27 

67 ! 

17,1 




1 


(105, 17?) 



2,5 

32 

Nov. 1929 

1 

1 

30 

90,3 ; 

27,7 






(195, 11?) 



7,5 

31 

Dec. 1929 

0 ! 

1 

30 

97 

48,2 


1 




(185, 12?) 


/d 55,71 








1$ 37,0f 

20,0 

32 

Dec. 1929 

1 

0 

31 

100 

45,4 


i 




(15 5, 16?) 


(c^ 53,01 








1$ 37,2) 

Tabelle 

13. (Nach Collison und 

Mitarbeiter . ) Test 

of carotène for 


vitamin A activity 


Material tested 

Dose 

mg 

No. 

of 

litter 

L. _J 

No. 

of 

rat 

Sex 

1 Xo of 
! days 

1 inain- 
1 tenaiice 

1 

CïrovvUi 

(lurin^ 

periml 

of 

experi- 
inont K 

Notes 

Cabbage carotène : ! 
I.V. 330 

0,01 

1228 

572 

? 

28 -f 

40 ; 


M.P. 174—1780 

,, 

1227 

577 

' c? 

28 -f- : 

76 

— 


0,005 

99 

579 

$ 

28 ; 

7 ! 

Moribimdat end of cxperi- 



99 

578 

â 

28 + ^ 

60 ! 

ment with sep tic bladder 
condition 


0,003 

1223 

563 

d 

28 + i 

25 

__ 



1225 

601 


28 + ; 

10 

Following sinaller dose. 


0,002 

1223 

564 


28 + 

16 

septic glands in neck 


,, 

1275 

601 

d 

6 

— 5 

Following smaller dose, 


0,001 

1223 

561 i 

? 

i 24 

i 6 

changed te larger dos6 
Maintained to end of 


1228 

574 

â 

■ 4 

(-15 
— 2 

period on 0^002 mg 
Cured by cod-liver oil 


99 

1275 

604 

? 

3 

— 5 

Died — septic utérus 


- 

>» 

605 

1 $ 

14 

5 

A 

Haematuria 

] 



601 

â 

6 



— 5 

Changed to larger dose 

Carrot carotène : 
(a) I.V. 220 

0,04 

1272 

596 

$ 

28 + 

29 


M.P. 169» 

0,02 

1223 

567 

â 

28 + 

7 

Following dose mother- 


99 

1272 

600 

$ 

28 + 

23 

liquor 

1 

99 

>> 

597 

â 

28 + i 

29 

— 
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■" 

Dose 

No. 

No. ! 

No of 

(Jrowth 

during 


Material tested 

of 

of 

Sex 

days 

main* 

period 

of 

Notes 


mg 

litter 

rat 


tenance 

experi- 
ment g 


(b) Recryst. 

0,01 

1223 

660 

? 

28 -b 

31 

Following dose mother- 

I.V. 300 

99 

1228 

673 


7 

— 6 

liquor 

Fulminating corneal sepsis . 








Treadet perhaps prema- 
turely with other ma- 
terial — cured 



1227 

676 

3 

28 + 

36 

— 


0,006 

1275 

607 

? 

10 

__ 4 

Cured by cod-liver oil 


„ 


602 


16 

— 

Changed to 0,01 mg with 








temporary improvement 


0,004 

99 

608 

$ 

13 

— 8 

Cured by cod-liver oil 


0,002 

1275 

603 


12 

~ 8 

Cured by cod-liver oil 


0,001 

1228 

575 

S 

5 

_ 4 

Cured by other material 


>» 

1276 

608 

$ 

13 

— - 8 

Changed to 0,004 mg 


99 

„ 

607 

$ 

12 

— 10 

Changed to 0,005 mg 

j 

99 

** i 

602 

CÎ 

7 

— 8 

Changed to 0,006 mg 

Spinach carotène: 








<a) I.V. 338 ! 0,012 

1300 

611 

â 

8 


Haematuria, died, se ver e 

M.P. 1640 



616 

â 

: 28 + 

— i 

36 

stone 

1 Foetid urine 

1 0,008 

„ 

609 


: 28 + ; 

15 

1 Haematuria before be- 








1 ginning dosage 


»> 

>> 1 

610 

? 

; 

{- 13 } 

1 Haematuria — died 

(b)'I.V. 352 ' 0,010 

J) 1 

613 

â 

28 + 

51 

Foetid urine — enlarged 








gland in neck 



>» 

614 

3 

i 8 

— 10 

Haematuria before be- 







i 

i ginning dosage — died 




615 


i 25 

: 1 25 

1 Haematuria — rocovered 


** 


O 

14 

' with cod-liver oil 

(c) After shaking 

0,006 

1300 

: 612 


i 28 -f 

27 

1 __ 

solution with, 
and filtering 
through, chalk 


i 

! 

1 







b) Méthode Ton Collison -Hume -Smedley-McLean 71). Ebenso wie 
Coward ziehen die genannten Autoren als Kriteriiim der Wirkung des Vitamins A 
neben der Gewichtszunahme die Überlebensdauer heran. Junge Ratten erhalten 
5 — 6 Wochen lang eine A-freie fetthaltige Kost mit 6 — 12% Hefe. Mit der 5. bis 
6. Woche tritt Wachstiimsstillstand ein, entsprechend gibt raan 28 Tage lang die 
zu untersuchende Substanz. 

Als Kriterium der Wirksamkeit gilt die Erhaltimg von Leben und Gewicht. 
Es wird diejenige kleinste Menge A-Vitamin bestimmt, die das Leben 28 Tage 
erhalten kann. Die Gewichtszunahme in dieser Zeit wird erst in zweiter Linie be- 
rücksichtigt. Dann wird diejenige Dosi.s ermittelt, die diese Bedingungen nicht 
erfüUt. Die Méthode hat den Nachteil, dafi viele Tiere eingehen, und zwar auch bei 
Dosen, die bei anderen wirksam sind, da die Wirkung des verabreichten Vitamins 
erst nach einer gewissen Latenzzeit eintritt, wàhrend der die Tiere noch weiter 
geschwâcht werden. 

Die ennittelte Dosis, die für „maintenance“ ausreicht, ist natürlich viel kleiner 
als diejenige, die die im obigen Test geforderte Gewichtszunahme verursacht. Ein 
Auswertimgsbeispiel ist in Tabelle 13 zu sehen. 

7k) Collison c. s., Biochemic. J. 23, 634 (1929). 
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3. Der prophylaktische Test 

Der prophylaktische Wachstumstest gibt ebenfalls gute Werte, Man ver- 
fahrt wie oben beschrieben, nur mit dem ünterschied, daB man von vornherein 
den Tieren auf der A-freien Diat auch das zu prüfende Prâparat verabreicht. 
Hierbei muB ganz besonders Wert auf gleichartiges Tiermaterial 
gelegt werden. Die negativen Kontrollen müssen sorgfàltig beobachtet 
werden. In derselben Weise wie oben teilt man die Tiere ein xind gibt einer 
Sérié eine bestimmte Menge eines bekannten Standardpràparates, um so die 
Wirkungen vergleichen zu kônnen. Am besten dehnt man die Versiiche auf eine 
lange Zeit aus (Hume -Smith 73)). 

Als Einheit nimmt man entweder die Menge, die gerade den Gewichts- 
abfall verhindert und das Tier normal erscheinen làBt, oder besser eine der 
verabreichten Standarddosis entsprechende Menge. 

Wir haben mit diesem Test ebenfalls gute Erfolge gesehen, im allgemeinen 
ist aber der kurative vorzuziehen. Nach Culhane ist der prophylaktische 
Test mindestens dem kurativen gleichwertig (vgl. auch Scheunert-Schieb- 

lich74),75),76). 

4. Die Xerophthalmieheilung als Test 

Von vielen Autoren wird als Test auf das Vitamin A die xerophthalmie- 
heilende Wirkung benutzt. Die Schwierigkeit hierbei liegt zweifellos in der Be- 
schaffung eines gleichwertigen Tiermaterials, da nicht jedes erkrankte Tier 
gleichmàBig stark erkrankt ist. Eine weitere Schwierigkeit liegt darin, daB 
làngst nicht aile Tiere Xerophthalmie entwickeln. Scheunert und S chie b - 
lie h (1. c, 74) brauchen 10 Tiere pro Dosis und fordern, daB innerhalb 35 Tagen 
8 von 10 Tieren am Leben bleiben und Abheilung der Xerophthalmie zeigen 
sollen. 

Die Xerophthalmie heilenden Dosen liegen meist hôher als die wachstuins- 
steigernden. Bei einer Zufuhr von 5 y Carotin pro Woche bleibt die Xerophthalmie 
unbeeinfluBt. Erst Dosen von 20 y pro Tier und Woche heilon sie. 

5. Die Auswertimg des Vitamins A nach dem Kolpokeratose-Test 

Der Kolpokeratosetest von Hohlweg und Dohrn beruht auf der Er- 
scheinung, daB bei A-freier Ernàhrung schon vor dem Wachstumsstillstand 
eine Kolpokeratose 77), 78), 79) genannte Erkrankung der Vaginalschleimhaut 
der kleinen Nager einsezt, die durch Zufuhr von Vitamin A zum Verschwinden 
gebracht werden kann. Die zyklischen Verànderungen in der Vaginalschleim- 
haut der kleinen Nager seien nur kurz skizziert : Im Ruhestadium zwischen den 
Sexualzyklen finden sich im Ausstrich der Vagina Leukozyten und wenig 
Epithelien. Im Prodstrus nehmen die Epithelzellen auf Kosten der Leukozyten 

73) Hume -Smith, Biochemic. J. 22, 504 (1928). 

74) Scheunert c. s., Biochem. Z. 263, 444, 454 (1933). 

76) Shertnan c. s., J. of biol. Chem. 91, 505 (1931). 

76) Coward c. s., Biochemic. J. 22, 1019 (1928). 

77) Wolff-Overhoff, Nederl. Tijdschr. Geneesk. 1, 1662 (1933). 

78) Wolbach-Howe, J. of exper. Med. 42, 753 (1925); Arch. of Path. 5, 
239 (1928). 

79) van Eeckelen, Arch. neerl. Physiol. 16, 281 (1931); Z. Vitaminforschg 
1, 65 (1932). 

B O m s k O V , Vitaminforsdiung 
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zu. Im Vollôstrus tritt eine Verhornung der oberen Epithelschichten ein, die 
zum typischen Schollenstadium führt. Im Metôstrus, dem Übergang zu einem 
neuen Inter vall, treten wieder Epithelien und Leukozyten auf. Infantile oder 
kastrierte Tiere zeigen dauernd das Bild des Intervalls : Leukozyten und wenig 
Epithelien. Ernàhrt man sie aber mit einer A-freien Kost, so findet man nach 
kurzer Zeit im Ausstrich Bilder, die einen Vollôstrus vortâuschen, nâmlich 
reines Schollenstadium (Kolpokeratose). Bei Behandlung mit A-wirksamen 
Substanzen verschwinden schon nach wenigen Tagen die Schollen aus dem 
Ausstrich. Der Kolpokeratose -Test kann deshalb als umgekehrter Allen- 
Doisy-Test angesehen werden. 

a) I)ie Technik von Hohlweg und DohrnSO). Der Test wird an kastrierten 
Ratten ausgeführt. Die Tiere werden A-frei ernàhrt. 15 Tage nach Beginn 
der Fütterung werden tàglich Scheidenabstriche gemacht und untersucht. Die 
Bilder lassen sich in vier Stadien teilen: 

Stadium 0 = Stadium der normalen kastrierten Ratte, 

,, 1 — Beginn des Auftretens der Schollen, 

,, 2 = im Ausstrich 50% Schollen, 

,, 4 = im Ausstrich 100% Schollen. 

Nachdem die Tiere etwa 1 Woche lang Bilder der Stadien 2 und 3 gezeigt 
haben, sind sie für die Auswertung einer A-haltigen Substanz brauchbar. Je 
3 — 5 Tiere erhalten die zu prüfende Substanz in Arachisôl gelôst mit der Schlund- 
sonde in vier Portionen auf 2 Tage verteilt. War die Dosis wirksam, so zeigt 
sich gewôhnlich schon am dritten Tag im Ausstrich das Stadium 0. Der Test 
ist ebenso empfindlich wie der kurative Wachstumstest. 5 y Carotin oder 
1 Blaueinheit pro Tag und Tier heilen innerhalb 4 — 5 Tagen. 

b) Die Technik von Laquer und Mitarbeitern (1. c. 7b). Kastrierte oder 
nicht kastrierte Rattenweibchen werden A-frei ernàhrt, wobei man fortlaufend 
den Vaginal abstrich kontroUiert. Mit Beginn der Versuchsperiode erscheinen 
vermehrte Leukozyten und kemhaltige Zellen. Einige Tage spàter sieht man 
verhornte Zellen, die nach weiteren 2 — 3 Tagen das ganze Bild beherrschen. 
Das Schollenstadium bleibt bis zum Tode des Tieres bestehen. Prophylaktische 
Darreichung von Vitamin A oder Carotin in Dosen, die zum normalen Wachsturn 
genügen, verhütet die Entstehung der Kolpokeratose. Ungenügende Dosen ver- 
zôgern ihre Entstehung. Als Test bietet aber die Prophylaxe vor der Wachs- 
tumsmethode keine Vorteile. Besser ist der therapeutische Test. 

Man benutzt Rattenweibchen, die 100% Schollen im Abstrich zeigen. 
Erhalten die Tiere eine einmalige Dosis Vitamin A oder Carotin, so ist zu- 
nàchst am darauffolgenden Tage das Abstrichbild unveràndert. Am zweiten 
Tage treten die Schollen zurück und erst am dritten Tage sind sie vollkommen 
verschwunden. Bei hohen Dosen kônnen auch die Leukozyten zurückgehen, so 
dafi der Ausstrich zur Hauptsache aus Schleim besteht. Das schollenfreie 
Stadium kann, je nach der Dosis, bis zu 1 Woche anhalten. Sobald das ge- 
speicherte Vitamin aufgebraucht ist, erscheinen im Ausstrich wieder Schollen. 
Die Tiere reagieren dann auf eine erneute A-Gabe wie zuvor. 

80) Hohlweg-Dohrn, Z. exper. Med. 71, 762 (1930); Proc. 2nd internat. 
Congr. Sex. Res. London 1930. 
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Die Zeit, in der die Schollen ans dem Abstrich verschwunden sind, ist 
der verabreichten Vitaminmenge proportional. Schwankungen kommen, wie 
bei jedem biologischen Test, vor. Gewôhnlich reagieren Tiere, die erstmalig 
behandelt werden, auBerhalb der Reihe. Sie zeigen entweder abnorm lange 
im Ausstrich das schollenfreie Stadium oder das Schollenstadium bleibt trotz 
der Behandlung bestehen. Auch Ratten, die lange Zeit unbehandelt gelassen 
wurden, reagieren oft überhaupt nicht. Die Reaktion ist nur dann gleichmâBig, 
wenn nach dem Wiederauftreten des Schollenstadiums die Zeit bis zur er- 
neuten Behandlung abgegrenzt wird. GleichmàBiger wird der Test weiter bei Be- 
nutzung kastrierter Tiere, da sich sonst ostrale Erscheinungen doch ôfter bemerk- 
bar machen. Die Auswertung erfolgt an Hand von Kurven. Beispiel s. Abb. 21. 

Aus der Abbildung geht 

hervor, daô ein Abstand der RafteNr 58? Weibchen kastrlerf 

Ordinate von 2 cm das schollen- 
freie nnd das Schollenstadium 
abgrenzen. Auf der Abszisse ist 
1 cm = 1 Tag. 

In dièses Schéma tragt man 
die taglichen B(?funde ein. Es 
entsteht so oineReaktionskurve. 

Sie bildet mit einer weiteren 
Linie, die den Anfangs- und 
Endpunkt d(>r Reaktion ver- 
bindet und €ils 100%ige Schol- 
lenlinie parallel der Abszisse 
verlauft, eim^ Flache, die in 
Q uadratm illime ter ausgemessen 
einen MaBstab d('r Wirkung 
abgibt. Man bezeichnet die Wir- 
kung in Wirkungszahlen -- aus- 
gemessenen Quadr atm il 1 ime ter n . 

Aus Tabelle 14 g(îht ein Aus- 
wer tungsbei spiei h er vor . 

Wichtig ist die Zdtdauer 
zwischen dtan Eiide der einen 
Reaktion und dem Beginn der 
erneuteii Behandlung. Sie muB 4 — 5 Tage bi'tragen. Wahrcaid dieser Zeit soll 
der Abstrich 100% Schollen zeigen. 

Für die Auswertung der Ergebnisse legt man am besten die Dosis fest, die eimî 
durchschnittliche Wirkungszahl von 800 — 1000 gibt, w('il hierbei das schollenfrei(^ 
Stadium immer erreiclit wird und der Versucb nur 4 — 5 Tag(^ dauert, so, daB die Tiere 
nach der vorgeschritîbenen Zeit wieder V('rsuchsreif sind. Hôher(> Dosen benôtigen 
eine langere Versuchsdauer und niedrigero werden in den Ausschlageii zu ungenau 
(Tabelle 14). 

Die Farbung d(^s Ausstrichs, der mit einem um (àne Nadel gewickelten Watte- 
bausch entnommen wird, geschieht am besten mit Hamatoxylin-Eosin. 

c) I)ie Technîk yoii Klussmann und SimolaSl). Kastrierte Rattenweibclien 
werden 1 W oche nach dta* Operation auf eine A-freie Diât gesetzt. Gewicht der 
Titîre 40 — 60 g. Die ersten Abstriche (nach 3 Wochtai) zeigen reichlich Schleim 
imd Leukozyten, also das normale Bild des ka.strierten Tieres. Allmahlich treten 
Scholltm auf. Zuletzt findet man 100%iges Schollenstadium. Bemerkenswert ist 
die Feststellung, daB der Dauerôstrus schon zu einer Zeit erscheint, in der die Tiere 
noch regelmaBig waehsen. 5 — 6 Tage nach Beginn des reinen Schollenstadiums 
wird die zu prüfende Substanz in Ô1 verabreicht. Rückgang der Schollen beweist 
die A-Wirksamkeit der Substanz. 

81) Klussmann- Simola, Biochem. Z, 258, 195 (1933). 



Abb. 21. Auswertung des Vit ami ns A nach dem 
Kolpokeratosetest. (Nach Laquer.^ 


4 * 
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Tabelle 14. (Nach Laquer und Mitarbeiter) 


Zeit der 
Prüfungen 

Zabi der 
Prü- 
fungen 

Bosis 

inmg 

Wirkungszahlen 

Einzelwerte 

Burch- 

schnitt 

Bezember 1931 

6 

200 

1200, 

1100, 1800, 2100, 1500, 

1000 

1600 1 


Juni 1932 

6 

200 

1800, 

1100, 3500, 2800, 2100, 1750 

2060 

Aug. — Okt. 1931 

20 

100 

1250, 

1350, 1150, 400, 900, 1600, 






1300, 

600, 300, 250, 1000, 

250, 






450, 

900, 600, 900, 1150, 

400, 






500, 

800 


800 1 


Okt. — ^Bez. 1931 

20 

100 

350, 

300, 250, 950, 300, 1700, 






1300, 

500, 500, 1050, 800, 

600, 






3200, 

850, 300, 200, 550, 

350, 






300, 

500 


750 


Jan. — April 1932 

20 

100 

1650, 1000, 2300, 900, 600, 

500, 






1400, 

850, 2200, 400, 400, 

600, 






400, 

350, 400, 400, 400, 

400, 






950, 

400 


800 

800 

Juni — Juli 1932 

20 

100 

660, 

200, 500, 800, 1800, 

400, 






1700, 

700, 400, 800, 1100, 

700, 






600, 

650, 1550, 750, 800, 

600, 



. 



200, 

950 


860 


Aug. — Sept. 1932 

22 

100 

1000, 

800, 1150, 2050, 1000, 

1850, 




1 

1 

550, 

300,1100,2500, 800, 

600, 




1 

i 


350, 

750, 750, 300, 500, 

550, 




i 

! i 


860, 

700, 1000, 750 


900 


Oktober 1931 

12 

50 

200, 

400, 100, 200, 250, 

500, 




1 i 

1 


100, 

500, 300, 100, 200, 

100 

250] 

1 

Juli — ^Aug. 1932 

8 

50 

600, 

500, 200, 600, 1900, 

150, 

1 

1 

j- 400 




350, 

200 


550 J 


Okt.— Dez. 1931 

9 

25 

150, 

100, 100, 200, 150, 

200, 






300, 

100, 300 

! 

200 


Jan. — ^April 1932 

18 

25 

200, 

150, 100, 0, 100, 

50, 






200, 

200, 0, 50, 50, 

600, 


200 




350, 

100, 150, 200, 150, 

0 

150 


Juli 1932 

4 

25 

400, 

300, 400, 0 


300 


Okt. — Bez. 1931 

12 

10 

0, 

0, 0, 100, 0, 

0, 






50, 

100, 150, 50, 0, 

0, 

50 


Carotin bewirkt in Dosen von 1 y nach 9 Tagen Auftreten dor Leukozyten. 
Nach Verabreichung von 2,5 y erscheinen sie nach 5 Tagen und nach 5 y schon 
ia 3 Tagen. Vollstândiger Rückgang des Schollenstadiums wurde erreicht nach 
1 y Carotin in 16 Tagen, nach 2,5 y in 11 Tagen und nach 6 y in 12 Tagen. Audi 
Baumann 82) gibt eine Versuchstechnik an, die sich aber nicht wesentlich von 
den beschriebenen unterscheidet. 


6* Der Resistenztest von Boynton imd BradfordSB) 

Ber vielleicht empfindlichste Test auf das Vitamin A ist der Resistenztest 
von Boynton-Bradford. Schon lange vor Eintreten des Wachstumsstill- 
stands ist die Resistenzverminderung bei der Avitaminose A nachweisbar. Ein 


82) Baumann, Science (N. Y.) 1932, 420. 

83) Boynton-Bradford, J. of Nutrit. 4, 323 (1931). 
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sonst harmloser Rattensaprophyt, der Bac. mucosus capsulatus, wird pathogen, 
wenn man ihn 4 Wochen A-frei ernàhrten Ratten intraperitoneal injiziert 
(Dosen von 0,25 — 0,4 ccm einer 1 : 10 verdünnten Bouillonkultur). Kleinste 
Vitamin A-Mengen sind imstande, die Resistenzverminderung zu verhüten. 
Nachprüfungen der Methoden liegen bisher nicht vor. 


IV. Die chemischen Methoden zur Bestimmung des Yitamins A 

Neben den biologischen Methoden zur Bestimmung des Vitamins A kennen 
wir au ch einige chemische Reaktionen, die imstande sind, in manchen Fàllen 
den Tierversuch zu ersetzen. Die hauptsàchlichen dieser Methoden wurden 
von Fearon84), Bezssanoff 85) und Carr-Price 86) angegeben. 

Der Pyrogalloltest von Fearon beruht auf der BlaufârVnmg eines Vitamin A- 
haltigen Oies mit Pyrogallol. Die Reaktion ist aber wahrscheinlich unspezi- 
fisch 87), 88), 89) und kaum in Gebrauch. Bezssanoff zieht die Erscheinung, daÛ 
A-haltige ôle sich mit Molybdân-Phosphorwolframsâure intensiv blau fârben, zum 
Nachweis heran. Der weitaus beste und gebràuchlichste Test ist die Reaktion 
von Carr und Prictî , die auf der Blaufârbung einer A-haltigen Lôsung mit Antimon- 
trichlorid beruht. 


A. Die Carr-Price-Reaktion 
1. Allgemeines 

Beobachtungen über die Farbreaktionen verschiedener Ole mit Schwefel- 
sâure, Arsen- und Antimonchloriden bildeten die Grundlage für die Ausarbeitung 
einer quantitativen Bestimmungsmethode für das Vitamin A. 

An Stelle der von Rosenheim und DrummondOO) verwandten Arsen- 
verbindung ist man heute allgemein dazu übergegangen, die entsprechende 
Antimonverbindung anzuwenden. Man geht hierbei so vor, daB man das zu 
prüfende Ol mit einer Lôsung von Antimontrichlorid versetzt und die ent- 
stehende Farbe gegen abgestufbe Blauglàser oder gegen Standardlôsungen 
miBt. Die Méthode ist nur für konzentrierte Lôsungen brauchbar, wie sie z. B. 
im Lebertran vorliegen. Aus anderen Substanzen ist das Vitamin vorher zu 
extrahieren und anzureichern. Pflanzüche Pigmente stôren die Reaktion 
(Lykopin, Bixin, Crocetin). Die Méthode versagt bei der lykopinreichen 
Tomate. Die Reaktion ist für das Vitamin A spezifisch. Das A-wirksame 
Carotin gibt eine 20 mal schwàchere Blaufarbe. 

Die Farbtiefe ist bei hôheren Konzentrationen keine lineare Funktion 
des Vitamin A-Gehalts des Lebertrans. Deshalb empfiehlt es sich, wenn man 
nicht den Fehler dieser Bestimmung bei kleinen Konzentrationen mit in den 
Kauf nehmen will, den Tran nach einer der bekannten Methoden zu verseifen 
und das Unverseifbare, das mit Athylendichlorid, Chloroform oder Petrolàther 

84) Fearon, Biochemic. J. 19, 888 (1925). 

85) Bezssanoff, Bull. Soc. Chim. biol. Paris 11, 294 (1929). 

86) Carr c. s., Biochemic. J. 20, 497 (1926). 

87) Moore, Lancet 2, 219 (1929). 

88) Willomot-Wokes, Lancet 2, 8 (1927). 

89) Rosenheim- Webster , Lancet 2, 806 (1926); Biochemic. J. 20, 1342 
(1926). 

90) Rosenheim c. s., Biochemic. J. 19, 753 (1925). 
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ausgeschüttelt wird, in Chloroform gelôst, zu untersuchen. Kleine Mengen von 
Âthylendichlorid oder Petrolàther stôren die Reaktion nicht. Diese Méthode 
ist um so vorteilhafter, als gewisse Ole, durch darin enthaltene stôrende Sub- 
stanzen, die Ergebnisse erheblich beeinflussen konnen. 

2. Herstellimg der Chloroformlosung des Antimontrichlorids 

Reines Chloroform wird 2 — 3 mal mit Wasser gut ausgeschüttelt und dann 
über geglühter Pottasche getrocknet. Das Chloroform wird destilliert, wobei 
die ersten 10% des Destillates verworfen werden. Wàhrend Trocknung und 
Destination ist die Losung vor Lichtzutritt zu schützen. Das Antimontrichlorid 
wird mit dem reinen Chloroform gewaschen, bis die Losung farblos ablâuft und 
darauf über Schwefelsàure getrocknet. Aus den beiden reinen Bestandteilen 
stellt man sich eine bei 20® gesàttigte Losung her, die etwa 21 — 23% Antimon- 
trichlorid enthàlt. Sie ist in braunen Flaschen mit GlasvcrschluB etwa 4 Wochen 
haltbarOl). Peinlichste Sauberkeit vor Verunreinigung mit Wasser ist Vor- 
bedingung ! 

Gutzeit 92) gibt neuerdings ein anderes Reageiis an, mit dem aber nicht ge- 
nügcnde Erfahnmgen vorliegon, um zu entscheiden, ob es gegenüber dem be- 
schriebenen erhebliche Vorteile bietet. Die Losung eut hait neben An timon auch 
Arsentrichlorid und Hydrochinon zur Haltbarmachiing. 


3. Ausfühnmg der Reaktion 

2 g des zu untersuchenden Lebertrans werden genau abgewogen und im 
MeBkolben mit reinem Chloroform auf 10 ccm aufgefüllt. Man gibt 0,2 ccm 
dieser Losung (abgemessen mit einer 1-ccm-Pipette von 15 cm Lange) in den 
10-mm-Trog des Kolorimeters. Nach Einsetzen der Küvette in den Apparat 
gibt man weiter 2 ccm der Antimonchloridlôsung hinzu und rührt mit einem 
Glasstab gut um. Die Ablesung muB schnell erfolgen, da die Farbtiefe nach 
10 Sekunden ein Maximum erreicht. Die Bestimmung erfolgt durch Vor- 
schalten farbiger Glaser (gelb, rot, blau) bis zur Übereinstimmung des Farb- 
tones. Man nimmt nach 4 — 5 Ablesungen den Mittelwert, wobei jedesmal der 
Ansatz in der Küvette erneuert wird. 

In der beschriebenen Weise (20 mg Ol auf 1 ccm Reagens) muB ein gut(‘r 
Lebertran einen Wert von 10 Blaueinheiten geben. Nach Rosenheim- 
Webster (1. c. 89) ist dieser Wert gleich 1 C.L.O. (cod liver oil). Die Ermittlung 
der C.L.O. -Zabi ergibt sich aus der Beziehung: 

20 mal abgelesene Blaueinheiten 

— ■ - - = L.L.0. 9»j) 

Milligramm der zu testenden Siibstanz in Kubikzentimeter 

Die Ablesung erfolgt nach der Stoppuhr, am besten immer nach 30 Se- 
kunden 94) . 

Verseift man einen Tran und führt die Reaktion mit dem Unverseifbaren 
aus, so bekommt man für 1 ccm Reaktionsgemisch schon mit 10 mg einen Wert 

91) Evers, Quart. J, Pharmakol. 2, 227, 566 (1929). 

92) Gutzeit, Arch. Sci. Phys, et Nat. Gén. 9, 165 (1927). 

93) Report of the C.L.O. Coulour Test Subkomm. London 1931. 

94) Everdingen, Proc. roy. Acad. Amsterdam 35, 1339 (1932). 
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von 10 Blaueinheiten 95) . Für den Vergleich der Wirkung des Vogans mit der 
Blaufarbe muB dieser Wert herangezogen werden, um Übereinstimmung zu 
bekommen. Der Farbtest ist bei Blauwerten über 10 weniger gut durchzuführen 
als bei kleineren. Bei hôheren Konzentrationen besteht kein Verbal tnis zwischen 
Farbe und A-Gehalt. Coward u. a. empfehlen eine Ablesung bei 4 — 6 Blaii- 
werten. Bei Bestimmung des Blauwerts von Vogan erhàlt man in 0,1 %iger 
Losung einen Wert 10 Blau + 4 Gelb (0,2 ccm Vogan — 2 ccm Roagens). Bei 
Bestimmung in 0,5%iger Losung ergibt sich 6,5 Blau +2,5 Gelb (0,1 ccm 
Vogan — 2 ccm Reagens). 

Als Lichtquelle für die Ablesung nimmt man eine 40-Watt-Osram-Nitra- 
Milchglaslampe für 220 Volt, deren Licht durch einen dahintergestellten weiBen 
Milchglasrückstrahler reflektiert wird (Laquer und Mitarbeiter). Die Ablese- 
genauigkeit bctràgt für verscliiedene Personen 0,5 Blau. 

Die oben angegebene Einheit von 20 mg Lebertran wurde gewâhlt, weil 
diese Mengen im Testversuch auf Vitamin A gerade 1 Sherman -Einheit 
entspricht. 1 C.L.O. ist also gleich 1 S hcr man -Einheit. 

4. Die Kolorimeter 

Für die Carr- Price -Reaktion kann jedes beliebig(' Kolorimeter beniitzt 
werden. Gewühnlich wird die Reaktion in dom L o v i b o n d - Tint omet(‘r von R o s e n - 
heim und Schuster 96) ausgeführt, das durch <lie ,,Tintometer Ltd.“, Salisbury, 
England, für 12 engl. Pfund ( ! ) bezogen werden kann. Das Tintornetcr besbüit 
im wesentliclnm ans eincm Okular, hintcr dem zwei Offnungen angebracht sind. 
Vor die eine Offnung komint die Küvcdtc mit der zu unt('rsueh('nden Losung, vor 
die andere sotzt man Solange standardisierte Glaser in Rot, Gelb und Blau, bis b(;ide 
Farbtone übereinstimmen, Eine emgeliendo Beschreibung liegt dem Apparat bei. Die 
Berechnung der Blauwerte ergibt sich durch Addition der für die vorgesclialtoton Glaser 
geltenden Kennzahlen. Gelbe oder rote Zusatzglaser werden nicht Ix'rüeksichtigt. 

Als Ersatzinstrument haben Kuhn-Brockinann 97) (‘in Mikro - Hellige - 
kolorimeter verwandt und messen mit gutem Erfolg die Blauwerte gegen Losungen 
von Kupfersulfat und Kobaltnitrat. Bleyer und Mitarbeiter (1. c. 103) benutz(ai das 
Au thcnrieth -Kolorimeter in der gewôhnlichen Forin und messen gegcm Viktoria- 
blaulôsimg. Audi das Stufenphotometer von Zeiss hat sich ausgezoichnet bc'wahrl. 
Die blaue Farbe der Antimonreaktion zeigt dabei die grôl3te Absorption zwischen 
550 luid 600 in/i. Emmerie-Julius- Wolff 98)) arbeiten mit Filtnr ,,S 6P‘. 
Es ist dabei zweckmaSig, das Kolorimeter durch eine Hilfskraft füllen zu lassen, 
um sofort auf Farbgleichheit einstellen zu konncn. Die Apparatur hat don Vorteil, 
ohne Vergleichslôsung zu arbeiten. Man eicht mit einem Standard lebertran, stellt 
eine Konzentrationskurve auf und kann aus jeder Ablesung sofort den Wirkungswert 
ermitteln. Logarithmische Kurven ergeben für die aufeinanderfolgenden Kon- 
zentrationen eine gerade Linie. 


B. Modifikationen der Carr- Price -Reaktion 

1. Méthode von Norris-Church 99). Die Modifikation beruht auf Ein- 
führung einer gekühlten Losung von Antimontrichlorid. Nach Abkühlung der 
gesattigten Losung in Eiswasser resultiert eine etwa 18%ige, mit der die Reaktion 

95) Coward c. s., Biochemic. J. 25, 1102 (1931). 

96) Rosenheim c. s., Biochemic. J. 21, 1329 (1927). 

97) Kuhn c. s.. Ber. dtsch. chem. Ges. 64, 1862 (1931). 

98) Emmerie c. s., Neederl. Tijdschr. Geneesk. 1933, 605. 

99) Norris c. s., J. of biol. Chem. 85, 477 (1929); 89, 421 (1930); J. of Nutrit. 

5,496 (1932). ,'rr l -X, / 
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ausgeführt wird. 0,3 ccm der zu untersuchenden LÔsung werden in die Küvette 
des Lovibond-Kolorimeters gebracht, mit 3 ccm der gekühlten Lôsung versetzt 
und der Farbwert nach 16 — 30 Sekunden abgelesen. 

Die Modifikation soll den Vorteil haben, dafi bei der niedrigen Temperatur 
die Farbe sich besser hait. Bei Anwendung der Méthode ist zu beachten, daû hier 
die Blauwerte von einer anderen Grôfienordnung sind als beim vorhergehenden 
Versuch. Hier entsprechen 1 Sherman-Einheit (derjenigenMenge, die im 8-Wochen- 
kurativen-Test eine Gewichtszunahme von 26 g verursacht) etwa 2,18 Lovibond- 
Einheiten. 

2. Méthode von Morgan 100). Besseie Ergebnisse als nach der oben be- 
schriebenen Méthode soll man erzielen, wenn man bei der Ablesung am Lovibond- 
Kolorimeter nicht nur die Blauwerte bestimmt, sondern den Wert blau minus gelb. 
In diesem Fall scheinen die stôrenden Einflüsse verschiedener Begleitstoffe aus- 
geschaltet zu sein, da man so auch eine ziemliche Übereinstimmung zwischen Leber- 
tran und Unverseifbarem findet. Nachprüfungen der Méthode liegen nicht vor. 

3. Methoden von Smith -Hazley 101) und Moore 102) u. a. Die ge- 
nannten Autoren beschreiben Modifikationen der Carr- Price -Reaktion, die im 
wesentlichen auf Verseifung des Ôls imd Einführung neuer Berechnungsmethoden 
beruhen. Einzelheiten s. Original. 

Rosenthal 102 a) und Mitarbeiter empfehlen bei Ausführung der Farb- 
reaktion auf Vitamin A den Zusatz von Brenzcatechin. Es ontsteht zunachst eine 
blaue, dann eine rote Fàrbung. Da Carotin eine Blaufârbung gibt, kônnen 
Vitamin A und Carotin nebeneinander bestimmt werden. Als Vergleichslôsung 
dient Kaliumpermanganat. 

4* Méthode von Bleyer- Schlemmer-MüHer^ Parchem 103) 

An Hand von Versuchen mit dem Stufenphotometer bestimmen die 
Autoren die grôfite Absorption der blauen Farbe der Carr-Price-Reaktion 
und àndem das Authenrieth-Kolorimeter so um, daB es durch Einschaltung 
einer blauen Glasscheibe nur Licht von 550 — 600 mix durchlàfit. 

Das Kolorimeter wird zusammen mit einer Osram-Nitra-Opallampe von 100 Watt 
auf ein Brett fest auf mont iert. Die Lampe steht etwa 10 cm hinter dem Instrument. 
Nur das Glasfenster darf beleuchtet werden. Die Lichtquelle wird so abgedeckt, 
daû kein Licht von oben in das Kolorimeter fallt. Der Glaskeil des Kolorimeters 
wird mit einer Lôsung von Viktoriablau 1 : 300000 gefüllt. 0,6 ccm Lebertran 
werden genau abgewogen, mit gereinigtem Chloroform auf 10 ccm aufgefüllt und 
in eine Mikrobüretto gebracht. Eine zweite Mikrobürette enthalt die Antimon- 
lôsung. Man làBt beide Lôsungen nacheinander in die Küvette des Kolorimeters 
fliefien und gibt die Antimonlôsimg dabei in einer solchen Menge zu, daB der Trog 
insgesamt 2 ccm Lôsung enthalt. Bei Zugabe von 0,2 ccm der Ôllôsung benôtigt 
man also 1,8 ccm der Antimonlôsung usw. 

Nach Beendigung der Zugabe mischt man schnell und stoppt mit einer Uhr 
genau 60 Sekunden ab. Dann erfolgt die Ablesung. Der Wert entspricht der Schicht- 
dicke in Millimeter. Konzentration und Schichtdicke sind direkt proportional. 

Auswertung der Ergebnisse: Durch Eichung des Hellige -Kolori- 
meters mit den Glasplatten des Lovibond-Apparates ergab sich für 1 Lovi- 
bond-Einheit ein Wert von 2 mm Schichtdicke des Keils. 

100) Morgan, Biochemic. J. 26, 377 (1932). 

101) Smith-Hazley, Biochemic. J. 24, 1942 (1930); 27, 17 (1933). 

102) Moore, Biochemic. J. 24, 692 (1930). 

102a) Rosenthal, Biochem. Z. 267, 119 (1933); Biochemic. J. 28, 41 (1934). 

103) Bleyer- Schlemmer-MüllersParchem, Arch. der Pharmaz. 666. 
269 (1931). 
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20 mg Tran entsprechen für 1 ccm Reagenzlôsung nach Carr-Price 
== 10 Lovibond-Einheiten. 

10 Lovibond-Einheiten = 1 C.L.O. 

Denselben Wert von 10 Lovibond-Einheiten geben 0,035 mg Carotin. 

20 mg Tran entsprechen also = 0,035 mg Carotin in ihrem Blauwert. 
(Die Werte für 2 ccm Reagensgemisch sind entsprechend zu àndern.) 

Mit dem Hellige-Kolorimeter wurde für 2 ccm Gemisch für 10 mg Tran 
ein Wert von 7,0 mm gefunden. Denselben Wert gaben 0,0208 mg Carotin. 

Nach dieser Méthode entsprechen also 10 mg Tran = 0,0208 mg Carotin. 

Die für verschiedene Lebertransorten gefundenen Werte gehen aus folgendeii 
Tabellen hervor. Die Werte konnen in Sehichtdieken für 1 g des untersiichten 
Stoffes angegeben werden. Besser wâre eine Berechnung nach ,,Carotinwerten“. 
Ein solcher Wert wâre diejenige Carotinmenge in Milligramrn, deren Farbwert 
dem Farbwert von 1 mg des nntersiichten Stoffes gleich wâre. Für Carotin ist 
dieser Wert — 1000. 


Tabelle 16. (Nach Bleyer nnd Mitarbeiter.) Vergleich verschiedener 
VA-haltiger Stoffe mittels der Antimontrichloridreaktion. Ab- 
lesezeit nach 1 Minute 


Prâparat 

Menge und Schichtdicke 

Kolori- 

meterwert 

Carotin- 

wert 




pro g 

pro g 

1. Norw. Standard- Le V)er tran 
1931, DAB. VI .... 

10,54 mg 

= 7,1 mm 

676 mm 

1,99 

2. Norw. Standard -Lebertran 





1929, DAB. VI .... 

10,1 

-- 6,9 

683 „ 

2,00 

3. ,,Deutscher“ Med. -Le ber- 





tran, 1931, DAB. VI . . 

10,08 „ 

6,4 

«34 .. 

1,86 

4. Japanisch.,,Dorsch“-Leber- 





tran 

1,642 „ 

--- 8,7 „ 

5 305 „ 

15,54 

5. Carotin ,,Karrer“ .... 

0,0208 „ 

= 7,1 „ 

341 346 „ 

1 000,00 

6. Ein ,,VA“-Handelsprâparat 

7. Hai -Lebertran 

0,378 „ 

-- 5,4 „ 

14444 „ 

42,.34 

2,13 „ 

6,8 „ 

3192 „ 

9,36 

8. Vieh-Lebertran, ,, extra 





hell“, filtriert 

5,0 

6,0 „ 

1200 „ 

3,52 

9. Vieh-Lebertran, ,,heir‘, fil- 





triert 

10,1 

- 10,9 „ 

1 1080 „ 

3,17 

10. Ein deutscherMarkon tran. 



: 

! 1 


DAB. VI 

9,65 „ 

5,3 „ 

! 555 ,, 

1,63 

11. Ein auslândisclier Marken- 



j 


tran, DAB. VI 

10,0 

= 6,2 „ 

620 „ 

1,82 

12. Med. -Tran aus einer Apo- 



t 1 

i ' 


theke( Stichprobe)DAB.VI 

10,01 „ 

- 9,5 „ ! 

950 „ 

2,79 

13. Butter (frische Sommer - 
butter, Wert berechnet aus 





dem Unverseifbaren . . 

400 

= 6,4 „ 

^ 16 „ î 

0,047 

14. Med. -Tran. Norweg. Stan- 
dard-Tranl929, 12Monate 
unter Zusatz weniger Trop - 
fen Wasser bei Lichtzutritt 
gelagert j 

Keine Reaktion mehr, 
Tollstândig yerdorben 
im Sinne der Versuchs- 
anordnung 

t 

î 

! 

Veo mittl. 

Lebertran - 
wert 
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C. Die Bestimmung des Vitamins A in Organen 108), 108a) 

1. Die Bestimmung des Vitamins A in der Leber nach Wilson 104) 

Die Méthode beruht auf der Behandlung des zerkleinerten Lebergewebes 
mit der dreifachen Menge 94%igeii Alkohols und Trocknimg des Rückstandes 
bei 95^. Die getrocknete Leber wird 24 Stunden mit Àther extrahiert, der Âther 
im Vakuum verdampft und der Rückstand in Chloroform aufgenommen. Mit 
dieser Chloroformldsung wird die Car r- Price -Reaktion nach den oben ge- 
gebenen Richtlinien ausgeführt. Der Aiitor hat aiich gegen eine ^/ 5 ooo Ldsung 
von Viktoriablau gemessen, wobei er diese Farbtiefe als 1 Einheit festsetzte. 

2. Die Bestimmung des Vitamins A in der Leber nach Laqueurl05) 

Die Méthode von Laqueiir und Mitarbeiter ist bedeutend einfacher. 
5 g Leber werden mit 20 g wasserfreiem Natriumsulfat in einem Morser gut 
verrieben. Das trockene Gemisch wird im Soxlethapparat 3 — 4 mal mit 
Chloroform extrahiert und die vereinigten Chloroformlosungen im Vakuum 
eingeengt. Nach Auffüllen der Losung auf ein bestimmtes Volurnen, etwa 
10 ccm oder weniger, stellt man mit 0,2 ccm die Carr- P ri ce -Reaktion an. 
Dabei ist seH)stverstandIich Wasserfreiheit der Losungen Voraussetzung. Die 
Méthode hat auch bei der A-Bestimmung in Lebertranemulsionen gute Werte 
gegeben. Die gefundenen Mengen werden am besten auf einen Standardtran 
mit 100 E. in Kubikzentimeter bezogen. Wcnn eine Leber 40 E. A besitzt, 
so bedeutet das, daB 1 g Leber ebensoviel Vitamin A hat wie 0,4 g des Standard - 
lebertrans. Die Méthode ist für aile Organe anwendbar. Sie ergibt etwas holu're 
Werte aïs die Wilsonsche. 

Man liât mit ihror Hilfe festgi^stellt, daB Schweimdeloer nur wenig Vitamin A 
hat, wâlirend Rindorlehei' daran reicher ist. Von dem gesainten Vitamin A-Vorrat 
des Organismus finden sich (^twa in der L(‘ber. Die Leber enthiilt (dm' 200- ])is 
400mal groBere Vitaminmenge als d('r Muskel. In Nie^re und Lung(î ist die Menge 
an Vitamin 4()mal so groB als im Muskel. Der A-Gehalt d('r frisch(>n Leber ist am 
grôBten. Am A-rei(;hsten (îrwiesc'n sieh di(^ Lelu'r von iSt(*iiibutt und Makrelen 
(v. Euler 106)). Selbstvorstandlich kann die Reaktion auch mit dem lhiv(*rseif- 
baren der l.<eber ausgeführt werden 107). 


D. Die Bestimmung des Vitamins A im Blut 

Menken (1. c. 108) gibt eine Méthode zur A-Bestimmung im Blut. Da- 
nach werden 20 ccm Sérum mit der lOfachen Menge 96%igem Alkohol gefàllt 
und zentrifugiert. Der Rückstand wird wiederholt mit Petrolâther aus- 
geschüttelt und das Volurnen des Petrolàthers auf 1 ccm reduziert. Man be- 
stimmt dann im Lovibond-Kolorimeter den Gehalt an Carotin (Gelbwert). 
Dann erfolgt eine weitere Einengung auf 0,2 ccm und eine Bestimmung des 
Blauwerts. 

104) Wilson, Biocheinic. J. 21, 1055 (1927). 

105) Laqueur c. s., Dtsch. med. Wschr. 1928, 1495. 

106) V. Euler c. s., Biochem. Z. 245, 252 (1932). 

107) Moore, Lancet 1932, 669. 

108) Vgl. weiter Menken, Dtsch. med. Wschr. 1932, 1484 und Wolff, Lancet 
2, 617 (1932). 

108a) Brockmann c. s., Z. physiol. Chem. 221, 117 (1933). 
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10 ccm Sérum geben gewohnlich 0 — 8,4 Lovibond Blau und 1,1 — 6,5 Gelb. 
Der aus dem Carotinwert errechnete Gehalt wird von der Bestimmung des 
A-Vitamins abgezogen. 

V. Euler und Virgin (1. c. 106) bestimmen das Vitamin A im Sérum durch 
Extraktion mit Ather und Aufnehmen des Âtherrückstandes im Chloroform. Reak- 
tion wie oben. Das Sérum von Meerschweinchen imd Ratten gibt keine Reaktion. 

Lundborg 109) modifiziert die Gottlieb>Rôse -Méthode für die A-Be- 
stimmung. Nach seiner ersten Vorschrift werden 50 ccm defibriniertes Blut 
6 mal mit je 100 ccm Ather ausgeschüttelt, die Extrakte über wasserfreiem Natrium- 
sulfat getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Rückstand wird in 5 ccm Chloro- 
form gelôst und mit dieser Lôsimg die Lovibond-Bestimmimg ausgeführt. Nach 
der Ammoniakmethode wird das Blut ztmâchst mit konzentriertem Ammoniak 
versetzt (50 ccm defibriniertes Blut + 2,5 ccm Ammoniak). Zu dem Brei gibt 
man 50 ccm Ather und 50 ccm Petrolâther. Die Lôsung wird zentrifugiert und der 
Rückstand von neuem mit Petrolâther ausgezogen. Die Lôsungen werden vereinigt 
und das Vitamin A bestimmt. Besser ist die Verwendung verdünnten Blutes 
(50 ccm Blut + 50 ccm destilliertes Wasser), da hier der Extrakt gewohnlich schon 
nach der zweiten Extraktion farblos ist. 

Intéressant ist die Feststellung, dafî Blutkôrperchen keine mit Antimon- 
trichlorid reagierenden Substanzen enthalten. 


E. Blauwerte verschiedener Substanzen 

Die Aktivitât ist in Blauwerten ausgedrückt für: 

y9-Carotin 7 000 

Vitamin A . 110000 — 150000 

Xanthophyll 4100 

Dihydrocrocetin .... 24000 

10 Blaueinheiten werden von 20 mg Lebertran -f 0,08 ccm Chloroform + 1 ccm 
Antimontrichlorid im 10-mm-Trog des Kolorimeters gegeben. 

Der C.L.O.-Wert verschiedener Leberôle betrâgt nach Karrer bei 


Heilbutt (Hippoglossus) 200 

Huhn 75 

Meerschweinchen ... 5 

Steinbutt 800 

Makrolenhecht 500 

Vitamin A, reinstes . . 9500 


Dor Wert ist bei gewôhnlichem Dorschlebertran etwa 1 — 3. Fischleberôle 
enthalten im Sommer 20 — 30 mal grôfiere A-Mengen als im Winter. 


F. Fehlerquellen der chemischen Vitaminbestimmungen 

Neben den Fehlerquellen, die das rasche Arbeiten mit sich bringt, selbst 
bei peinlichstem Arbeiten unter Vermeidung aller Spuren Wasser, bleiben noch 
unvermeidbare Fehler, die in der Natur der untersuchten Lebertrane liegen. 

Lebertran enthàlt Stoffe, die die Reaktion nach Carr-Price hemmenllO). 
Einen dieser Stoffe hat man isoliert. Es ist eine ungesàttigte Sàure, etwa der 
Zusammensetzung CgjHggOg. Die Substanz ist ôlformig und HeB sich aus 
1 Liter Tran in einer Menge von 2,5 ccm gewinnen. Sie hemmt die Reaktion 

109) Lundborg, Biochem. Z. 258, 325 (1933). 

110) Emmerie, Nature (Lond.) 1, 364 (1933); Acta brev. neerl. Physiol. 
2, 156 (1933); Proc. roy. Soc. Amsterdam 35, 1347 (1932). 
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zwischen Vitamin A und Antimonchlorid schon in kleinsten Mengen. Ver- 
seifung zerstôrt die Substanz. 

Die Ausftihrung der Reaktion mit pflanzlichen Stoffen kann Schwierig- 
keiten bereiten, da man diese zunâchst extrahieren und das Vitamin anreichera 
muB, aber auch deshalb, weil sie Pigmente enthalten, die die Reaktion stôren. 
Dasselbe ist bei Butter und Eigelb der Fali. Zunâchst gibt Carotin auch die 
Reaktion nach Carr-Pricelll). Dann enthalten diese Substanzen Pigmente, 
die man vorher durch Adsorption entfernen muB. Willimot-Wokes nehmen 
Z. B. fur eine Petrolàtherlosung des Unverseifbaren aus 100 g Butter 10 g Kohle 
und schütteln diese Mischung mehrere Stunden lang. Dann sind die meisten 
Pigmente entfernt. 

Bemerkenswert ist, daB Dihydro-u-Carotin, das weniger gefârbt ist als 
Carotin und darin dem Vitamin A nâhersteht, auch die Carr- Price -Reaktion 
in stàrkerem MaBe gibt als Carotin. Weiter konnte Seel 112) durch vorsichtige 
Oxydation von Cholesterin wirksame A-Pràparate gewinnen, die auch die 
Carr- Price -Reaktion liefern. Das erinnert an frühere Befunde von Ta- 
kahashi, der aus dem Unverseifbarem des Lebertrans ein Cholesterinderivat 
isolierte und für identisch mit dem Vitamin A hielt. 

Pummerer und Rebmann behaupten, daB auch zerstortes, A-unwirk- 
sames Carotin die Reaktion liefert. Bei Beurteilung der Werte ist also Vorsicht 
geboten. Eine Bestàtigung durch den biologischen Versuch ist unumgânglich. 
Als KontroUe der Fabrikation oder als Auswahlversuch für die zu verarbeitenden 
Transorten wird die Reaktion aber gute Dienste leisten. 

Corbetll2a) gibt neuerdings eine ganze Liste der Substanzen, die die 
Carr-Price - Reaktion beeinf lussen . 

G. Übereinstimmung zwischen biologischem Test und Farbreaktion 

Die Übereinstimmung zwischen Tierversuch und Farbreaktion ist inner- 
halb gewisser Grenzen recht gut. Widersprechende Ergebnisse konnten nicht 
bestàtigt werden. AUerdings geben gewôhnlich sehr hochwirksame Trane im 
biologischen Versuch eine geringere Wirkung als ihrer C.L.O.-Zahl nach zu 
erwarten wàre (Morgan 113)). Es ist nach wie vor zu fordern, daB das Er- 
gebnis der chemischen Untersuchung durch den Tierversuch kontrolliert wird. 


y. Die spektroskopische Untersuchung auf Vitamin A 

Die Absorptionsspektrometrie ist im allgemeinen für die schnelle Auswertung 
der Vitamine nicht brauchbar, teils wegen der zu hohen Anschaffungskosten der 
Apparate, teils wegen der nicht immer leichteii Handhabung. Immerhin sei an- 
gegeben, daB Bill s 114) einen Spektrographen speziell für die schnelle Bestirnmung 
des Vitamins A angegeben hat. 


111) v. Euler c. s., Z. physiol. Chem. 157, 263 (1926); Biochem. Z. 208, 73 
(1929). 

112) Seel, Arch. of exper. Path. a. Pharm. 169, 93 (1931). 

112a) Corbet, J. of biol. Chem. 100, 657 (1933). 

113) Morgan, Biochemic. J. 26, 377 (1932). 

114) Bills, J. Biol. Chem. 100, 16 (1933). 
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Das Vitamin A absorbiert selektiv im UV. bei 320 — 330 mfi (Duliere 115), 
Morton imd Mitarbeiter 116)). Carotin zeigt keine UV. -Absorption. Der aus 
V'^itamin A mit Antimontrichlorid entstehende blaiie Farbstoff hat bei 608 — 612m/^ 
eine charakteristische Absorptionsbande. Der mit Carotin entstehende Kôrper 
absorbiert bei 590 m/n. Neuerdings (1. c. 110) hat man aus der blauen Farblôsung 
des Vitamins A dur ch Adsorption an Fullererde zwei Chromogene trennen konnen, 
von denen nur das bei 610 mjLi absorbierende Vitamin A-Wirkung hat. 

Man kann bei der spektrophotometrischen Bestimmung des Vitamins A zwei 
Wege gehen. Einmal kann man die Absorption des Vitamins im UV. messen, iind 
ein anderes Mal die der mit Antimontrichlorid entstehenden blauen Lôsung. Die 
Méthode von Chevallier c. s. 117) beruht auf der Anwenduiig eines UV.-Quarz- 
Monochromators, an dessen Ende eine photoelektrisehe Kaliumzelle sitzt, die mit 
einer fluoreszierenden Substanz bedeckt ist. Der durch die Fluoreszenz hervor- 
gerufene Strom wird mit einem Galvanometer gemessen. Da eine konstante Be- 
ziehung zwischen der UV.-Strahlung, der Fluoreszenzintensitat und dem photo - 
elektrischeii Strom besteht, kann man die U V. -Absorption jeder in den Strahlengang 
eingeschalteten Substanz messen. Die Autoren nehmen als Losungsmittel Hexan 
imd entfernen vorher aus dem Lebe'rtran stôrende Pigmente und freie Fettsauren 
durch Extraktion mit Alkohol in saurer Lôsung. Die erhaltenen Werte stehen, 
wie folgende Tabelle zeigt, in guter Übereinstimmung mit deaien d(‘S biologischen 
Versuchs. 


Tabelle 17. (Nach Chevallier) 


No. of 
group 

Sample 

Absorption 
of sample at 
3280 A. log lo/I 

1 1 cm 

Dilution 
of the 
samples 

Daily 
dose per 
animal 
mg 

Gain 

in weight 
per week 
(mean) g 

Différence 

% 

0 

1 

0,950 

1 

5 

5,11 


30 1 

13 

12,5 

1/13 

5 

4,55 

11 

60 

1 

0,950 

1 

7,5 

7,84 j 

— 

50 

4 

3,8 

1/4 

7,5 

7,77 1 

1 1 

20 : 

1 

0,950 

1 

10 

9,10 

— 

40 1 

13 

12,5 

1/13 1 

10 

! 7,91 

13 

70 

4 

3,8 i 

1/4 1 

10 

9,30 

2 


Drummond und Morton(l. c. 116) bestimmen mUen der direkten Absorption 
auch die der Blauverbindung. Dieser letztere Wert ergibt nicht nur Übereinstim- 
mung mit dem Lovibond-Wert, sondern auch mit den nach and(}r(^n Verfahren 
ermittelten (Edisbury 118)) (Tabelle 18). 

Morton 119) sieht in dem Zusatz von 7-Methylindol zur Vitaminlôsung eine 
Verbesserimg der Absorptionsmessung, da dadurch die einzelnen Banden sich nicht 
gegenseitig überschatten. Di('! Reaktion zwischen Vitamin A und Antimonchlorid 
wird gehemmt. Die Bande bei 610 mjii verschwindet, wahrend die 572 m/^-Bandt'; 
bestehen bleibt (Emrnerie, 1. c. 110). Gleichzeitig andert sich die Farbe von Blau 
nach Purpur 120). 

Die internationale Vitaminkonferenz des Vôlkerbundes hat 1934 in London 
einen spektrophotometrischen Test auf Vitamin A, der auf Messung der Ab- 
sorption bei 328 mfi beruht, als Méthode zur Bestimmung der A-Aktivitât 

115) Duliere c. s., J. Soc. Chem. Ind. 40, 316 (1930). 

116) Morton c. s., Biochemic. J. 24, 136 (1930); 23, 786 (1929); 22, 987 
(1928). 

117) Chevallier c. s., Biochemic. J. 27, 299 (1933). 

118) Edisbury, Biochemic. J. 26, 1164 (1932). 

119) Morton, Biochemic. J. 26, 1197 (1932). 

120) Lancet vom 7. Juli 1934. 
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Tabelle 18. (Nach Drummond-Morton.) Comparison of biological 
and physical measurements of the relative vitamin A value 
of the six cod-liver oils 


Oil 

j Biological 
j raethod 

Colorimétrie method 
Tintometer | Spectrometer | 

Ultra -violet 
band 

0 

1 2 

2.5 

1 2,65 

2,65 

F 

5 

! 3,3 

1 3,3 i 

3,25 

G 

>2 

3,0 i 

i 3,15 : 

3,25 

J ' 

2 

1,7 i 

1,7 

1,5 

K 

1,5 

1,8 

1,77 

1,7 

L 

; 1 

1,0 

1,0 

1,0 


anerkannt. Die Konferenz wird eine Tabelle herausgebeii, ans di^r man ans 
der Absorption die biologischo Wertigkeit ablesen kann. 

Barnettl20a) bat neuerdings eine Méthode besehrieben, die es gestattet, 
in Butter Carotin spektrometrisch zu bestimmen. 


VI. Der Vitamin A- Standard 

Die 1931 in London tagende, vom Volkerbimd einberufene Vitamin- 
konferenz hat ein naeh einer bestimmten Méthode hergestelltes Carotin prâparat 
(FP = 179^ Willstâtter) als internationalen Standard für das Vitamin A 
angenommen. 

Die Wirkung eines y dieses Carotins ist eine internationale Einheit. Das 
Prâparat ist in zugeschmolzenen Flaschen vom Rei(?hsgesundheit8amt zu 
beziehen. 

Die festgelegte internationale Einheit entspricht etwa ^/g — der US- 
Pharmakopoe- Sherman-Einheit. 

1 USP-Einheit ist 1 Blaueinheit, 

1 USP-Einheit wird zugeführt mit 3 — 5 y Carotin. 

1 Blaueinheit entspricht also etwa 3 y Carotin. 

Beim Vitamin A liegen die Verhàltnisse etwas sehwicriger, da es noch 
nicht in reiner Form vorliegt. Man kann lediglich schàtzen, daB 1 USP-Ein- 
heit etwa 0,3 — 0,5 y Vitamin A entsprechen werden und daB diese Menge etwa 
2 Blaueinheiten gibt. 

Auf der zweiten internationalen Vitaminkon ferenz 1934 
in London wurde statt des unreinen Carotin reines j3-Ca rotin 
von Smp. 184®, optisch inaktiv, als A-Standard eingeführt. 
^-Carotin ist wirksamer als der alto Standard. Schon 0,6 y 
des reinep /3-Carotins haben dieselbe Wirkung wie 1 y des 
alten Standards. Diese Menge des j3-Carotins wird als 
Einheit festgelegt. Als Lôsung smit t el wird CocosnuBôl 
empfohlen. 

120a) Barnett, J. of bioL Chem. 105, 265 (1934). 
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Vn. Die Bildimg von Yitamin A und Carotin 

Hôhere Tiere sind zur Vitamin A- Synthèse nicht befâhigt. Sie kônnen nur 
das ihnen zugeführte Carotin in Vitamin A umwandeln. Die Carotinsynthese 
ist der Pflanze vorbehalten. Sie erfolgt schnell bei Anwesenheit von Licht und 
Chlorophyll. Die A-Wirksamkeit des Pflanzenmaterials ist wàhrend des grôBten 
Wachstums am grôBten und nimmt bis zur Blüte dauernd zu (Virtanenl20b)). 
Die Frage der A- Synthèse durch Bakterien ist nicht vôllig geklàrt. Es scheint, 
daB Bakterien nur Carotin bilden kônnen, es aber nicht in Vitamin A umlagern 
(BaumannundMitarbeiter 131)). Für das Vitamin A des Lebertrans ist die 
Bildung durch Diatomeen und Algen erwiesen. 


vin. Die Speicherung des Vitamins A 

Die Beobachtung, daB Tiere, die vorher mit einer A-reichen Kost gefüttert 
wurden, nur sehr schwer A-Vitaminmangelsymptome zeigen, beruht auf der 
Speicherungsfàhigkeit des Organismus für Vitamin A. Die Speicherung er- 
reicht namentlich bei âlteren Tieren hohe Grade. Schon eine einmalige Dosis 
kann Ratten gegen den A-Mangel auBerordenthch résistent machen. Weibliche 
Individuen speichern grôBere A-Mengen als mànnliche. Die Unterschiede sind 
durch die Fettdepots bedingt. Die Speicherung in der Rattenleber kann solche 
Grade erreichen, daB der Bedarf des Tieres für mehr als ein Jahrhundert ge- 
deckt erscheint. 

Die wichtigsten Speicherstàtten sind Leber und Fettgewebe. Katzen 
speichern in der Leber kein Vitamin A, sondem einen Farbstoff, dessen Natur 
und biologische Rolle umstritten ist. 

Nach Zufuhr des Provitamins A, des Carotins, wird Vitamin A in der 
Leber abgelagert. Erst nach sehr hohen Dosen Carotin erscheint das Pro- 
vitamin selbst in der Leber. Mineralôle wirken der Résorption des Vitamins A 
entgegen. Carotin ist nur in Gegenwart von Fett resorbierbar. 


IX. Der Vitamin A-Bedarf 

Ratte, Maus, Meerschweinchen, Kaninchen, Huhn und Hund sind auf die 
Zufuhr des Vitamins A angewiesen. Tauben kommen ohne A-Zulage aus. Der 
Bedarf des erwachsenen Menschen betràgt otwa 500 USP.-Einheiten pro Tag. Die 
erwünschte Zufuhr liegt aber viel hôher. 


X. Vorkommen des Vitamins A 122) 

Als Einheit gilt in folgender Tabelle diejenige Wirkung, die bei A-frei 
emàhrten, im Gewichtsstillstand befindlichen Ratten im 4 — 8 vi^ôchentlichen 
Versuch eine Gewichtszunahme von 3 g pro Woche hervorruft. 


120b) Virtanen c. s., Biochem. Z. 267, 179 (1933). 

121) Baumann c. s., J. of biol. Chem. 103, 350 (1933). 

122) Scheunert, Die Vitamine. Handbuch der Lebensmittelchemie 1933. — 
Debré, C. r. Soc. Biol. Paris 114, 1162 (1933). 
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TabeUe 19 



Vitarnin A- 


Vitarnin A- 

Substanz 

Einheiten 

Substanz 

Einlieiten 


pro g 

! 

pro g 

Lebertran 

10—500 

Gelbe Teile vom Kürbis 

\ 

Butter 

30— 50 

Grüne getrocknote Erbsen 

1 4 — 10 

Eigelb 

10— 50 

Lattich, Erbsenschoten, 

1 

Ei, gesamt 

15— 20 

Bohnenschoten, Sellerie- 

y 1—10 

Milch 

2 

blatter, Bananen, To- 

Kondensmilch 


maten 

1 

Vollmilchtrockenpulver . . 

16 

Gelbe Rübtn (turnips). 

1 imter 1 
>abernach- 
1 weisbar 

Fleisch (Rind, Schwcin, 


weiBe Futterrüben, Lin- 

Hammel, Huhn, Ratte) 
Blut 

Spur— 0,5 
1— 2 

son, Gerste, Kleie, Brot, 
Àpfel, Orangensaft 

Niere 

8— 10 

Radi(‘sch(m, Pilze, Reis un- 


Lunge 

10— 15 

poliert U. poliert, Hirse, 


Leber 

5—140 

Mehle, Weizen, Hafer, 


(In den Sommermonaten 


Starke, patent flour, 

Spur — 0 

ist die Leber A-reicher 


pflanzliche Ole wie Ara- 

als im Winter) | 


chisol, CocosnuBol, Lein- 


Spinat 1 

25— 60 

samenôl, Olivonôl, Raps- 


Karotten : 

25— 70 

ôl, Sesamol 


Klee, Alfalfa 

25— 60 



Alfalfa, trocken 

100 



Salat, grun 

50 



Brurmenkresse ! 

50 



Orangenschalenol .... 

bis 50 



Maisôl (gelb) 

10 



Gelbtir Mais i 

3— 4 




Ticîrisehe ProcJukto enthalton zur Haiiptsacho reines Vitarnin A. Dicî A-Wirk- 
samkeit der Butter ist nur zu ] 5 % auf den Carotingi'halt ziirückzufidiren. Pflanz- 
liche Nahrimgsmittel dagegen enthalteri fast nur Carotin. D('r A-Gehalt dtîi* Pflanzen 
geht im allgerneinen der grünen Farbo parallel. Stark rot piginentifTte Gemiiso iind 
Früchte, wie Tomaten und Karotten, sind stark A-wirksani. Eiiio getriyiintiî Be- 
stimmmig des Carotin und Vitainiri A-Gohaltes ist ini Tiervi'rsuch imnioglicii. 

Angabeii übor die Verteilung d(;s Vitamins A iin Organismus finden sicli bei 
Debré, v. Euler, Moore u. a. 


XI. Chemische Natur des Vitamins und der Provitamine A 123) 

Carotin ist ein Gemisch dreier Isomerer, des a-, und y- Carotin s, die 
sàmtlich in kleinsten Dosen starke Vitarnin A-Wirkung besitzen. Sie werden im 
Organismus durch ein Ferment, die Carotin asc, in Vitarnin A umgewandelt. 
(Nach Drummond zweifelhaft. Ber. Physiol. 69, 499.) Die Umlagerimg kann 
auch in vitro durch Bebrütung kolloidaler Carotinlôsungen mit Leberbrei oder 
Sérum bewerkstelligt werden. 

Carotin besteht aus einer Kette von Isoprenresten, deren Enden von zwei 
lononresten'besetzt sind. a-Carotin ist aus dem symmetrischen /^-Carotin durch 
Verschiebung der Doppelbindung innerhalb eines Ringes entstanden zu denken. 

123) Siehe Arbeiten von R. Kuhn c. s. und P. Karrer c. s. in Ber. Chem. Ges., 
Z. physiol. Chem, und Helvet. chim. Acta 1930 — 34. Zusammenfassung bis 1932 
bei Karrer, Handbuch der Biochemie, Erg.-Werk, Bd. 1. Jena 1933. Neueste 
Zusammenfassung bei Zechmeister, Carotinoide, 1934. 

B O m s k O V , Vitaminforsdiung 


5 
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CHg CH3 


CHg C— CH = CH— C = CH— CH = CH— C = CH— CH = 


CHg C-CHg 


CH3 CH3 


: CH — CH = C — CH = CH — CH = C — CH = CH — C CH . 


-Carotin. 


H,C • C CHo 


Vitamin A entsteht durch Spaltung des Carotinmoleküls in zwei gleiche 
Hàlften, ein Vorgang, der nur bei /Î-Carotin môglich ist, wâhrend die anderen 
Isomeren nur je 1 Molekül Vitamin liefern. Dadurch erklàrt sich die doppelt 
80 starke Vitamin A-Wirkung des /^-Carotins. 


CH3 CH3 


CHg C— CH^CH— C-CH— CH-CH— C = CH— CHgOH 


CH2 C • CH3 


Vitamin A. 


XU. Eigenschaften des Vitamins A und des Carotins 

Tabelle 20 



Vitamin A 

Carotin 

Aussohen 

Farbloses Ô1 

Rot-violette Kristalle, in 
konzentrierter Lôsung rot, 
in verdünnter gel b 

Vorkommen 

Namentlich in tierischen Nah- 

Namentlich in pflanz- 


rimgsmitteln 

lichen Produkten 

Lôslichkeit 

Lôslich in allon Lipoid- 
lôsungsmitteln 

Dasselbe 

Temperaturbestân - 

Erheblich, Butter verliert bei 

Erheblich, Tomatensaft ver- 

digkeit 

17stündiger Erhitzung in Ng- 

liert erst nach 17 Stunden 


Atmosphâre 33% der Wir- 

Erhitzmig auf 97® in Ng- 


kung 

Atmosphâre 17 % der Wir- 
kung 

Sauerstof f empf ind - 

Sehr empfindlich ! 1 2 stündige 


lichkeit 

Durchlüftung von Butter bei 
80® zerstort 


Bestândigkeit gegen 

In Konserven voll erhalten, in 

Dasselbe 

Kochen und 

Milch durch Kochen nicht 


Pasteurisieren 

zerstort 
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Vitamin A 

Carotin 

L... 

Bestândigkeit gegen 

Bei der Milchtrocknimg kôn- 

r “ 

1 Im Heu ist die Wirksam- 

Trocknung 

nen Verlusto entstehen (Zer- 
stâubungs verf ahren ) 

samkeit z. T. verloren, 
schnelle Trocknung von 
Fr ü ch t en zerstôrt nicht 

UV. -Betrahlung 
Hartung von Ôleii 

Zerstôrende chemi- 
sche Agenzien 

Zerstôrt 

Unter mihhm Bedingimgen or- 
halten 

PgOg, Acetylchlorid, alkalische 
Knpferlôsung, HgOa. Na- 
triumbisulfit 

Dasselbe 

Besondere Eigen- 

Wird durch feinvertoilte Stoffe 

Wird nur resorbiert, wenn 

schafttm 

wie Sarke z<>rstôrt 

Wird vc'rnichtet durch Ôk% die 
Idnolsaure enthalten oder 
peroxydhaltig sind 

die Diafc fetthaltig ist 

G(MÛgnetes Lôsungs- 
mittel für den 
Tierversuch 

Seisamol, ErdnuBôl, gehartete 
Ole 

Dasstdbe 

Verseifmig 

Saurebestandigkeit 

Oxydationsschutz 

Erlialten 

Gca’ing 

Hydrochinonzusatz, aufbewah- 
ren in braunen Flaschen , 

Dasselbe 


Xin. Darstellung Vitamin A-haltiger Konzentrate für den 

Tierversuch 

Für viele Testversuche und für die Carr-Price-Reaktion ist es nôtig, 
das nur in kleincn Konzentrationen vorkommende Vitamin A anzurcichern. 
Bewàhrte Methoden sind folgende: 

Gewinnung des Un vorseif baron ans Lebcrtran 

A. Méthode von Takahashi - Kawakami 124). Zu oinor frisch beniitoton 
noch warmen Losung von 40 g KOH in Alkohol gibt rnan 100 g i-.obortran und orhitzt 
30 Minuton auf dem Wasserbad. Dio Losung wird nach dem Abkühlon mit 200 ccm 
Wasser vordünnt und mit 150 ccm Petrolàthcr cxtraliie?rt (Sdp. 30 — 50®). 
Die Extraktion wird drcâmal wiedc'rholt. Die voreinigtem Petrolatherextrakte 
werden mit Wasser geschüttelt, bis keine Tendonz zur Ernulsionsbildung besteht, 
imd das Lôsungsmittel dann im Vakuum unter COg verjagt, 

Der verbleib(3ndo Rfîst enthalt nahezu qiiantitativ die Vitamine A und D 
und wird nun entwed('r für die Carr-Price-Keaktion in Chloroforrn oder für den 
biologischcm Testversuch in Ô1 aufgenomrnen. (Vorsicht bei der Wahl des OJs, 
s. unten.) 

B. Méthode nach Marcus 125). 1. Zu einer frisch bereiteten Losung von 260 g 
NaOH in 250 ccm Wasser gibt man 1000 ccm Lebcrtran und verrührt die Masse 
nach Zugabe Von 10 ccm Alkohol gut. Die Seifti wird unter starker Erwarrnung 
steif. Man laBt die Masse abkühlen, gil)t 90 ccm Wasser hinzu und zieht di(^ Losung 
wkîderholt mit Àthylendichlorid aus. Dieses Lôsungsmittel ist vorteilhafter als 
Âther oder Petrolâther, da es erstens für das Vitamin A ein besseres Lôsungsmittel 

124) Takahashi c. s., J. ehem. Soc. Jap. 44, 590 (1923). 

125) Marcus, J. of biol. Chem. 80, 11 (1928). 
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ist, und da es zweitens schwerer ist als die Seifenlôsung und so unten abgezogen 
werden kann, wobei die Seifenlôsung bei mehreren aufeinanderfolgenden Extrak- 
tionen stets im Scheidetrichter bleiben kann. Die vereinigten Âthylendichlorid- 
lôsungen werden anschlieûend mit wasserfreiem Chlorcalcium behandelt, das aufîer 
Wasser noch kleine Mengen Seife entfernt. Die trockenen Lôsungen werden im 
Vakuum so weit eingeengt, dafî als Rückstand ein gelboranges Ô1 verbleibt, das die 
ganze Wirksamkeit an A- und D-Vitamin des Ausgangsmaterials besitzt. Sâmt- 
liche Operationen sind unter Luftabschlufi auszuführen. 

C. Méthode nach Marcus. 2. Zu einer Lôsung von 260 g NaOH in 480 ccm 
Alkohol gibt man 100 ccm Wasser und 1000 ccm Lebertran und erhitzt 40 Minuten 
bei 60®. Der Alkohol wird durch Vakuumdestillation entfernt. Die Seife verdünnt 
man mit 300 ccm Wasser und zieht wie unter B die Vitamine durch Extraktion 
mit Dichloràthylen aus. Der nach Verjagen des Lôsungsmittels verbleibende Rück- 
stand wird dann mit Ô1 oder Chloroform aufgenommen. 

Auch Weidemann 126) gibt eine Méthode ziir Verseifung der Ôle und Fette an, 
die auf Verstdfung mit alkoholischer Kalilauge beruht. Nach dem Verseifen wird 
die Lôsung mit einer alkoholischen Lôsung von Calciumchlorid gefâllt, wobei nach 
der Gleichung: 2 KOH -f CaClg ~ 2KC1 + Ga(OH )2 ein fast neu traies Filtrat 
entsteht. 


XIV. Darstellung der Caroline 

Die Darstellung geschieht am besten aus Karotten, Brennesseln oder 
Rüben. Willstâtter und Miegl27), Wiilstâtter und Stoll 128) stellen 
Carotin aus Brennesseln dar. Diese Methoden bilden die Grundlagen der seither 
ausgearbeiteten Verfahren. 

A. Darstellung von Carotin aus Karotten 128 a), 129), 130), 131) 

32 kg frische Karotten werden in Scheiben von 4 mm Dicke geschnitten imd 
2 mal mit Wasser bei 50 — 60® je 2 Stmiden extrahiert. Die Karotten werden darauf 
im HeiÛluftstrom bei 50 — 60® 22 Stunden lang getrocknet. Die Masse wird fein 
gepulvert. Ausbi^ute: 1,67 kg. — Das Pulver wird mit 1,75 Liter Petrolâther (unter 
55®) 1 Stundü bei Zi miner tempc^ratur geschüttelt, abfiltriert und die RücJcstande mit 
Petrolâther gewaschen, bis die Lôsung farblos ablâuft (5 mal je 500 ccm). — Die 
vereinigten Extrakte werden filtriert und im Vakuum auf 300 ccm eingeengt (Tem- 
peratur nie über 35®!). Die noch heiCe Lôsung wird zontrifugiert. Der Niederschlag 
wird verworfen und das Filtrat im Eisschrank der Kristallisation überlassen. — 
Die Kristalle werden 3 mal mit je 30 ccm Petrolâther gewaschen und in 30 ccm 
Chloroform gelôst. Die Lôsung wird durch Asbest filtriert in einer Kristallisations- 
schale mit 10 ccm Alkohol versetzt. Die Schale wird über eine zweite mit Alkohol 
gefüllte gestellt (Exsikkator) und der Kristallisation im Vakuum überlassen. Aus- 
beute: 1,4 g Carotin. 


B. Darstellung von Carotin aus Blattern 

Spinat oder Rübenblatter werden 22 Stunden lang bei 50 — 60® getrocknet, 
1,5 kg Trockensubstanz werden mit 2 — 2,5 Liter Petrolâther 16 Stunden lang bei 
Zimmertemperatur geschüttelt (Petrolâther Siedepunkt 40 — 70®). Das Lôsungs- 

126) Weidemann, Biochemic. J. 20, 685 (1926). 

127) Willstâtter c. s., Ann. Chem. 356, 12 (1907). 

128) Willstâtter c. s., Untersuchungen über Chlorophyll. Berlin 1913. 
128a) Smith, J. of biol. Chem. 96, 36 (1932). 

129) Escher, Z. physiol. Chem. 64, 47 (1910). 

130) Kohl, Diss., Leipzig 1912. 

131) Schertz, J. agricult. Res. 30, 471 (1925). 
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mittcl wird abfiltriert, die Riickstande wie obc'ii gewasehon. Die l’etroltithei losiingen 
werden mit einer Losimg voii 30 g KOH in 200 ecm Methylalkohol gesehiittelt iind 
anschlieBend mit 500 ccm Wasser je 4mal gewascdien. Die Petrolatherlosimg wird 
liber Natriurnsulfat getrocknet \md irn Vakiium auf 100 — 200 ecm (âiigc'engt. Man 
versetzt sie mit dem 2 — 3fachen Volumen absoliitian Alkoliol. Aiisfallendt^ Fette 
und Wachse werden entfernt, das Filtrat im Eisschrank der Kristallisation über- 
lassen. Die Kristalk^ sind mit F('tt verurm'inigt. Man ko(;ht sie mit 25 eem P(‘trol- 
iither ans und filtriert die Lôsung, wobei das Darotin auf dc'in Filtc'r bkûbt. Um- 
kristallisioren aus Chloroform. 

Die Treiinung der einzelnen Isornertm ist in den Ar))(‘it(‘n v’on Kulin mai Mit- 
arbeitern naehzuk'sen. Die Darstellimg kann natürlieh aueli aus aiidcutai MaO'rialien 
wie Nebenniercai (Bailly -Ne tt(‘r 182)), (’orpora lutea, PaprikaseliotiMi odta- V'ogi'l- 
bt'ieren gesehehen (Ese.her, 1. c. 129), Fiselu'r - Rësc» 188), K u hn - L(‘d (‘ rtu’ 184)). 
Audi neiiere Darstcdlungsmethoden wurden besdiri{'beii (Didiuiuo 185), \^(‘r- 
mass(^ 186)) (vgl. Strain 186a)). 


XV, Kolorîmetrîsche Carotinbestimmung 

Carotin wird am besten dirokt kolorimetrisdi bestimmt. Man vergkâc'ht 
die F'arbe gegen einc standardisiertc Biehrotnatlosung, di(? g(‘g(ui (kirotin ge- 
cicbt wurde. Der direkte Vergleieh der Farbe der Butter gibt zii bolu^ Wertc'. 
Am besten wird eine Petrolatherldsiing des Unv(‘rs(‘ifbaren l^enutzt. Mc^tboden 
ziir Carotinbestimmung wurden besonders von Cb ides ter 187), Palmer 188) 
U. a. ausgearbeitet. Sic beruhen aile auf dem Willstattersehen Prinzip. 
Neuerdings führen Kuhn und Mitarbeiter 1 89 a) das AzoIkuizoI als V(‘r- 
gleichsldsimg eiti. Eine Carotin losiing in Benzin (Sied(‘punkt 70 — SO^’) wird 
gegen eine Losung von 14,5 mg reinstem Azobiuizol in lOO (rem 95%ig(rm 
Alk(diol gemessen (Mikro-Hellige-Kolorirneter). 

Bei der kolorirnetrisehen Carotinbestimmung stëren aiak'nr a,nwes(*iid(r (’aro- 
tinoide (‘rlu'blieh. Deshalb wird in den meistcai Falkai (‘iu(> Tnainung unuingang- 
lieh sein. Man (rxtrahiert zii dies(‘m Zw(‘ek das tro(*k('n(r Mal('rial mit Mcdbanol, 
daim mit Benzin und v(‘n'inigt beide Lësungen. Man (aU iniselit. mit Wass('r. I)i<‘ 
B(‘nzinpbase wird mit 90%ig(‘m M(‘thanol and di(‘s<‘s wicaler mit Ikaizin ans- 
ges(;hütt(‘ll. Dicr Beiizinlosung enthalt (/arotin, lA'eo])in, Liiti'in- und /(aixanl liin- 
est('r. Die Methanolphase Lutein, fnac's Zeaxanthin und ('roeetin. Die Bcaizin- 
lësung wird mit d(‘ms(‘lben Volumen alkoholis(’b(‘r Kalilauge (5 g KOI! auf 100 eem 
96%igem Alkohol) 3 >Stunden Ikû 40** liehandelt. Man (‘ntmisebt dureh Wassci-- 
zusatz (Alkoholphase muB 20 % WassiT entlialbai), tnanit die Sehieht(‘n und selnittelt 
noehmals mit Benzin aus. Die B('nzinlësung wird mit 90%ig(‘m Metlia.nol g(‘- 
wase.hen. Sie enthalt Carotin und Lykopin. Eira* Frcnnurig beid(‘r (‘rreieht rnan 
dureh die Adsorptioiismethode von Tsw(‘tt 189). Fin g(‘rad(‘S (diloreakriumrolir 
wird mit eincu’ Miseliung aus 10 Teilen FasertoniTck' (Mi'rek) und 40 Teiltai Alurninium- 
hydroxyd (grob, M(‘rck) gc'füllt. Man saugt an der Wassca-strahlpumpc* di(‘ Ikaizin- 
lësung hindunrh. Dabei erseh(‘int (-arotin im Filtrat, wiilu’c'nd Lyeopin di(‘ Sehieht 

132) Baily c. s.. Bull. Soc. Chiiri. biol. Paris 14, 623 (1932). 

133) Fischer e. s., Z. physiol. Chem. 88, 331 (1913). 

134) Kuhn c. s., B(a\ dtsch. chem. Ces. 64, 1349 (1931). 

135) Deleano, Bio(îh(*m. Z. 259, 110 (1933). 

136) Vermasse, Diss., Dtrecht 1931. 

136a) Strain, J. of biol. Chem. 105, 523 (1934). 

137) Chidester, The^sis Rudgers Univc^rs. 1932. 

138) Palmer, Carotinoids and related Pigments. New York 1922. 

139a) Kuhn c. s., Z. physiol. Chem. 206, 41 (1932). 

139) Tswett, Botan. Ber. 24 (1906); 29, 630 (1911). 
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langsamer als leuchtond rotor Ring durchwandort. Eine Tronnung kann auf die- 
selbe Woist> durch scharf getrocknotos, gefâlltes Calciumcarbonat orreicht wordon. 

Selbstverstândlich kann dio Carotinl:)ostimrming aiicb spoîktrophotomotrisch 
erfolgeii 140). 

1. Rie Carotinbestimmung im Blut 141), 142). Carotin ist ein normalor Be- 
standteil dos Bliitos 143), Carotinainie wird hâufig nacli Conuf3 von Cornüso und 
boi Diabètes beobaclitot. Carotin ist ans Blut iiielit ohne weit(T('s durch Petrol- 
iithor oxtrahierbar, da os z. T. an EiwoiQ gobundon vorkommt. Es ist nôtig, vor 
der Extraktion das EiwoâB durch Alkohol zn koagulioren. ]VI('thodon ziir Carotin- 
bestimmung im Blut wurdon vor allem von Willstattor und van don Berg bo- 
scliriobon. Sie beruh('n auf dor Kelorimc'trie gogoai Bichromat. Di(5 Worte van (h'ii 
Bergs sind nach Connor (1. c. 141) zu hoch, da d(‘r Standard zu hocli (ûngc^stollt war. 
Wàhrend van don Berg im S(‘i'um 0,4 — 1,34 mg % Carotin fand, liogon dit^ Worte 
gowôlinlich boi 0,02^ — 0,11 mg%. Eolgondo Mcdliode wird von (h)nnor angogeben : 

3 ccm Plasma wordon mit 3 ccm absoliitom Alkohol g(*scluittolt, zontrifugiort 
und dor Alkohol veiavorfon. Dor Niodorschlag wii’d mit 4 ccm Potroliith('r ge- 
schütt('lt, zontrifugi('rt und die Petrolath('rlôsung kolorimetric'rt. Als Vergleich 
dient oino Kaliumbichromatlôsung, die 0,04- odor 0,02 %ig ist. Die orstoro ont- 
spricht oiner Carotinkonzontration von 0,0003%, dio zw(‘it(^ oiner solchen von 
0,0001 %. Plasma bat ('iiam Carotingohalt von otwa 0,0.5 mg%. 

2. Rie Carotinbestimiming in Organen. Cnt('rsuchung('n ülx'r (km Carotin- 
g{‘halt verschiedenor Organe wurden von Euler 144), Wolffl45), Moore 146), 
Green 147), Fox 148), Kauffmann-Drigalski 149), Kuhn und MitarbcatcTloO), 
Lônnberg 151) U. a. mitgohâlt. Am carotinroichston orwit'son sich dio Cor})ora 
ruhra, di(‘ in 0,3 g etwa 0,6 mg Carotin ('uthaltcai. Lol)or bat 1—6 mg%, Nobcai- 
nieren 4 — 15 mg% Carotin. Die Bc'stirnmiing gesobi('bt nach Connor wio folgt: 

Das frische Organ wii-d gowogi'n und mit oiner Losung von 20% KOI! in 
70 %igom Alkohol so lange gokocîht, bis die Sul)stanz aufgcdôst ist. Di(' Liisung wird 
dann mit einor goiuig('nd(‘n Mt‘ngo wass(‘rfroiem Natriurnsulfat versetzt und das 
trockne Pulver wiedoiliolt mit Petrokitiior (‘xtrahiert. Di(^ Pc'trolatberextrakte 
w(‘rd(‘n mit 85^()igom Alkohol gowasclKui, l)is der Alkohol farblos bleibt. Man 
trocknet wie olxai und kolorimetri('rt gogim Bicbromatlosung. 

Kuhn und Mitarbeih'r (anpfehlen dio Extraktion des ürgans mit demi dop- 
pelten V'olum('n Acxdoii, die im ganzem 3 mal wiodorbolt wird, worauf 2 — 3 mal mit 
Benzin ausgezogc'ii wird. Die Extraktc'; wordon voroinigt und mit Wassor ('iitmischt. 
Man wascht die Benzin})baso mobrmals mit 90%igem Alkohol und kolorimotriort. 


XVI. Substanzen mit A-Wirkung 152 ), 153 ) 

Die Carotine wirken auch bei grôCter Übcrdosiening nicht toxisch. Sio 
sind nur in Gegenwart von Fett resorbierbar. Nach Vorfütterung der (Jarotinc 
wird bei ^-Carotin doppelt soviel Vitamin A in der Leber abgelagert als nacdi 

140) Shrewsbury, J. of biol. Clumi. 101, 701 (1933). 

141) Cl au s on, Trans. aima*, pediatr. Soc. Chikago 1931. 

142) Mackay, Arch. Dis. Childr. 9, 65 (1934). 

143) Connor, J. of biol. Chem. 77, 619 (1928). 

144) Euler, Sv. Kern. Tidskr. 44, 191 (1932). 

145) Wolff, Lam-et 1932, 617. 

146) Moore, Laïuxît 1932, 669. 

147) Green, Lancet 1932, 723. 

148) Fox, Lanctd 1933, 953. 

149) Kauffmann c. s., Klin. Wschr. 1933, 306; Diss. Zürich 1931 E.T.H. 

150) Kuhn c. s., Z. physiol. Chem. 200, 246 (1931). 

151) Lônnberg, Sv. Akad.-Ark. Zool. 21 B (1929); 23 A (1931). 

152) Kuhn c. s., Z. physiol. Chem. 221, 129 (1933). 

153) Brockmann, Z. angew. Chean. 1934. 
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a- oder 7-Carotin. Die obengenannten Doscn bringen aiu*h den Dauerostnis 
zum Verschwinden. Ziir Hervorbringung der 4 Tnaligen Wiederkehr des GenitaU 
zyklus sind etwa 20 y erforderlich. 


Tabelle 21 


Siibsianz 

Vitamin A 

a-Carotin 

/bCarotin 

5^-Carotin 

Kryptoxanthin 

^-Oxycarotin 

/bS(‘micarolinoii 

/^-S('mic“ar()tinojimonoxiui . . . 
/i-Dc'liydroscaiiiearotiiion . . . . 

/Î-Carotinoxyd 

( 'arot inj{)(ii(l 


Miniinaldosis 


a y 
2,5 ' 
5 y 
5 y 
5 y 
5 y 
5 y 
5 y 
5 y 
40 y 


Nach noiu'reii Untersuclmugcai vou Kuhii c*. s. 154) ist dia Wachst luns- 
wirkung dos gpll)on Maisos durch d(‘n Gc'halt an Kryptoxanthin bt'dingt. J)or 
Farbstoff wird Jrn Oi’ganisnius in Vitainiii A V(‘rwand(dt. 


Das Vitamin Di)3)3) 

I. Die Avitaminose D 

1. Die Symptôme des Vitamin D-Mangels 

Die typischc Vitamin D-Mangelkrankheit ist die Rachitis des watdisenden 
Organismns. Die Hauptsyrnptome der Racdiitis sind: 

1 . Skelettverànderungen, 

2 , Vcràndcningen im Mineralstoffweehsel and in dt^r BlutzasamnitMi- 
setzung. 

Das zeitlich zaerst aaftretende Symptorn der Skelcdterkrankang ist eint; 
Schàdelerweiehang oder Kraniotabes, die bei spàter von Rachitis btdallenen 
Kindern im 3 . — 4 . Monat, bei Friihgeborenen noch früher aaftritt. Zdtlich 
folgt daraaf meist eine Scbwellang sàmtlicher Knoehen-Knorpelgrenzen d(T 
Rippen, die za dem diagnostisch leidit erktmnbaren Roscmkranz fahrt. Aaber 
Rosenkranz and Kraniotabes sind für die Rachitis typisdi dit^ Verand(‘rangen 
an den Extremitàten. Epiphysenschwellungen dareh Qaellung d(T Knorpel- 
waeherangszone sind in ihrern Wesen dem Rosenkranz gleichzastellen. Die 
raehitisehen Veranderangen an den Extremitàten treten arn bestt'ii bei der 
histologischen oder bei der Rontgenuntersuchang zutage. 

154) Knhn o. s., Bor. dtsch. clu'iri. Gos. 67, 593 (1934). 

J) Slioriruin - Smi tli , Vitainins. New York 1931. 

2) Browning, Th(‘ Vitaniins. Bondon 1931. 

3) Coldblatt, Erg. Path. 25 (1931). 
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a) Histologie der normalen und der rachitischeii Epiphysengrenze 
Zum Verstàndnis der rachitischen Knochenverànderungen ist die Kenntnis 
des normalen Knochenwachstums erforderlich. Das Lângenwachstiim, das bei 
der Rachitis zur Hauptsache gestôrt ist, vollzieht sich nnr an der Epi-Diaphysen- 
grenze dur ch endochondrale Verknôcherung. 

Beim wachsenden langen Knoehen finden wir an der Grenze Diaphyse- 
Epiphyse die Knorpeizellen zu Reihen angeordnet, indem die Zellachse der 
Knochenachse parallel verlàuft. Die Zellen vergrôl3ern sich, wobei besonders 

die diaphysenwàrts ge- 
legencn sich umbilden. 
Die aus 2 — 3 solcher 
Zellen bestehenden Rei- 
hen (Sàulen) sind durch 
zylindrische, bienen- 
wabenàhnliche Mante l 
von Knorpclsubstanz 
urngeben. Dicses Knor- 
pelgerüst erstarrt durch 
die provisorische Ver- 
kalkung. Damit bcginnt 
von der Diaphyse hcr 
die eigentliche Bildung 
des Knochcns. Glcich 
bei Beginn der Knoehen - 
bildung entwickelt sich 
ein stark vaskularisier- 
ter Kern innerhalb des 
wachsenden Knorpels. 
Von diesem gcht die 
fortschreitende Mark- 
raumbildung vor sich, 
in der Weise, dafî immer 
neue Kapillaren aus- 
sprossen, die sich mit 
Markzellen urngeben. 
Abb. 22. Normale Epiphysengrenze. (Nach Kihn.) Letztere nehmen in der 

Nâhc des neuzubildcn- 

den Knochens die charakteristische Osteoblastenanordnung an. 

Den obigen Knorpelzellsâulen kommt nun je ein Markraum entgegen. Da- 
bei verschwinden die Knorpelzellriesen in dem epiphysenwàrts vorschreitenden 
Markraum, der nun als Zapfen in der erstarrten Knorpelwabe drinsitzt. Nun 
beginnen die Ostcoblasten den Hohlzylinder mit osteoider Substanz auszumauern, 
die bald verknochert. Wàhrenddessen wird das provisorische Verkalkungs- 
gebiet resorbiert und aus dem wabenartigen Bau der Knorpelknochengrenze 
entsteht die Gitterstruktur der Knochenspongiosa (Heubner). 

Die provisorische, prâparatorische Verkalkungszone verlàuft beim normalen 
Knoehen in einer geraden Linie. Die darunter befindliche Schicht von Osteoid 
bildet nur einen schmalen Streifen. Für die Rachitis ist die Stôrung der provi- 
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sorischen Verkalkung typisch. Diese erfolgt zimàchst nicht an der gesamten 
Epi-Diaphysengrenze, sondern nur an einigen Stellen, wodurch es zur Aus- 
fransung der sonst sehr scharfen Verkalkungslinie kommt. Mit der Entwicklung 
der Rachitis verschwindet die provisorische Verkalkungszone, und in dem 
Gebiet zwischen Diaphyse und dem früheren Verkalkungsraiim kommt es zur 
Bildung groBer Mengen unverkalkten Osteoids. Im Làngsschnitt sieht man die 
bekannte Form der becherformigoii Ausbolilnng d(‘r Epi-Diaphysengrenze. 

Bei der Heilung der 
Rachitis kommt es zu 
einer schlagartig einset- 
zcnden Einlagerung von 
Kalksalzen. Die endo- 
chondrale Verkalkung 
verlàuft mit Hilfc einer 
neuen provisorisehen 
Verkalkungszone, die 
nicht direkt an der 
K n or pelkno chengren ze 
liegt, sondern mehr nach 
der Epiphyse zu, wo sie 
gelegcn haben würde, 
wenn die Rachitis nicht 
bestanden batte. Dur ch 
weitere Verkalkung des 
zwischen dieser Schicht 
und dem Markraum ge- 
Icgenen Osteoids erfolgt 
dann vôllige Heilung. 

b) Der normale und der raehitische Knoehen im Rontgenbild 4) 

Die oben bcschriebenen Verànderungen der Knoehen bei der Rachitis treten 
im Rontgenbild ebenfalls scharf zutage. Am Ende mancher Rohrenknochen 
ist die Epiphysengrenze ausgefranst und vcrwaschen und das Diaphysenende 
becherfôrmig ausgehôhlt. Die Metaphyse besteht aus Knorpel oder Osteoid 
und enthalt wenig oder gar keinen Kalk. Neben diesem aktiven Typ bleibt 
das Diaphysenende beim passiven Typ ziemlich normal, flach oder konvex 
gegen die Epiphyse verlaufend. Der passive Typ kann in den aktiven übergehen. 

Bei maBig schweren Fallen ist das am Epi-Diaphysenende gelegene Band 
der provisorisehen Verkalkungszone unterbrochen oder fehlt ganz. Beim Tier 
kommt nur der aktive Typ vor. 

Bei 4 Wochen alten Ratten auf einer rachitogenen Diàt treten schon nach 
einwochentlicher Fütterung in den langen Knoehen Verànderungen ein, die im 
Rontgenbild zunàchst in einer VergroBerung der hellen Zone zwischen Diaphyse 
und Epiphyse bestehen, mit leichter Andeutung einer beginnenden Aushohlung 
des Diaphysenendes. Mit Steigerung der Knorpelwucherung wird die raehitische 
Metaphyse immer grôBer und die Entfernung von der kalkhaltigen Diaphyse 
zur Epiphyse, d. h. die belle Zone breiter. Damit nimmt die Aushohlung der 

4) Wimberger, Lancet 2, 11 (1922); Erg. inn. Med. 1925. 
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Diaphyse zii. Am schwersten sind die Verànderungen distal am Radius und 
Ulna, proximal an der Tibia und den beiden Enden der Fibula. 

Folgende Abbildungen zeigen einen normalen Knochen im Vergleich zu 
den rachitischen. Wie ersichtlich, ist beim gesunden Knochen die Begrenzung 
zwischen Epi-Diaphyse eine haarscharfe, abschlieBende, homogène, dunkle 
Linie, die im histologischen Pràparat der provisorischen Verkalkungszone 
entspricht. Diaphysenwàrts folgt eine hellere ganz schmale Querzone. 

Bei der Heilung der Rachitis treten die bekannten Verànderungen eben- 
falls im Rôntgenbild auf. Zunàchst erscheint als erstes Zeichen der Heilung 
das schmale etwas unregelmàBige Band der provisorischen Verkalkungszone 
zwischen Epi- und Diaphyse in der verdickten Knorpelwucherungszone, in 



Abb. 24. Schwero floride Rachitis im Abb. 25. Beginn der Heilung oincr 
Rôntgenbild. (Nach Wiin berger.) Rachitis im Rôntgenbild. Neue pra- 

paratorische Verkalkungszone über 
den Diaphysenonden als Schattenlinien sichtbar. (Nach Wim berger.) 

einem gewissen Abstand von der Diaphyse. Zwischen dieser Verkalkungslinie 
und der kalkhaltigen Diaphyse liegt ein heller kalkfreier Saum, der uni so 
breiter ist, je langer der rachitische ProzeB dauerte. Die weitere Heilung führt 
schnell zu einer Verschmelzung der Verkalkungslinie mit der Diaphyse. Die 
Verkalkungszone ist wieder gegen die Diaphyse scharf abgegrenzt. Auch in 
der Diaphyse kommt es zu verstârkter Kalkeinlagerung. Die ganze Begrenzung 
des Knochens wird scharf. Die Epi-Diaphysenenden zeigen eine viel kompak- 
tere Struktur gegen die übrige Diaphyse als normal, woran man noch nach 
langer Zeit eine abgeheilte Rachitis erkennen kann. 

Bei der Ratte erscheint die Heilung sehr früh im Rôntgenbild. Bereits 
in der ersten Woche findet man in der hellen Zone zwischen Epi- und Diaphyse 
das schmale Band der pràparatorischen Verkalkungszone. Diese verbreitert 
sich allmàhhch, und wenn die ganze Metaphyse verkalkt ist, bleibt nur noch 
eine sehr schmale Linie, die Epi- und Diaphyse scheidet. 
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c) Wdtere Erschoînungon des Vitainin D-Maiigels 

Spasmophilie: Die Erscheinung, daB rachitische Kinder nainentlich im Früh- 
jahr elektriscdie tlbererregbarkeit nnd Krâmpfe zeigen, beruht aiif (dner Heilkrisis 
der Rachitis (Rominger-Meyer-Bomskov 5). Der Mineralstoffwechsel der 
Tetanie ist das Positiv der rachitischen Stoffwechselstôrungc'n. Typisehe Tetaniti 
làBt sich bei rachitogen ernahrten Ratten auslôsen diirch plôtzliche Aiiderung der 
phosphorarinen Kost iii eine phosphorreiche (Shohl, 1. e. 3 ). 

Ostéomalacie : Zwischen Rachitis und Ostéomalacie bestehen nur altersbedingte 
Unterschiede. Die Ostéomalacie ist die Rachitis des Erwachsenen. 

Wachstimisstillstand: D-arm ernàhrte Ratten zeigen nach làngerer Ver- 
suchsdauer Wachstumsstillstand. Zugabe des fehlenden Vitamins führt Ge- 
wichtszunahme herbei. 



Abb. 26. Im Rôntg(‘nl)ild sichtbaro Abb. 27. Geheilte Rachitis im Rônt- 
Reparation einer Rachitis an allen genbild. (Nach W imber ger.) 

Metaphysen. (Nach W i m b e r g e r.) 

Rcsistenzvemiinderuiig: Im Verlauf der D- Avitaminose tritt eine Herab- 
setzung der natürlichen Resistenz ein, die zu Infekten aller Art führt. 

Stoffwcchsclstorung: Die hauptsàchlichste Storung im Mineralhaushalt 
bei der Avitaminose D liegt im Phovsphorstoffwechsel. Schon vor Beginn der 
klinischen Erscheinungen der Rachitis ist eine starke Ausschwemmimg von 
Phosphaten, namentlich im Urin, nachweisbar. Die Stoffwechselstorung der 
floriden imd heilenden Rachitis làBt sich in vier Stadien einteilen (Rominger- 
Meyer-Bomskov). Mit Beginn der dritten Phase zeigt sich als erstes 
Symptom der Heilung eine abnorm starke Phosphatretention, die so regel- 
màBig auftritt, daB man an Hand dieser Reaktion Vitamin D-haltige Pràparate 
auswertet. Die schwere Mineralhaushaltstorung findet besonders ihren Aus- 
druck in der fehlerhafben Zusammensetzung des Knochens. Wâhrend die 


5) Roiningcr-Moyer-Bomsko V, Z. exper. Med. 73 und 78. 



76 


Aschenmenge des Knochens bei gesunden Ratten im Alter von 23 Tagen 40 % 
betràgt und nach 3 Wochen auf 62% ansteigt, weisen 6 Wochen alte rachitische 
Tiere nur einen Wert von 26% auf (Dutcher). Aueh der Kalk- und Phosphat- 
gehalt des Knochens weicht stark von der Norm ab. Der Knochenkalkgehalt 
sinkt nach mehrwôchentlicher Fütterung mit rachitogener Kost von etwa 20 % 
auf etwa 15% (auf fettfreie Trockensubstanz berechnet). Das Verhalten der 
Knochenasche geht am besten aus folgender Abb. 28 hervor. 

2. Die experimentelle Rachitis der Ratte 

Obwohl Spontanrachitis auch bei Rat- 
ten vorkommt, gelang die einwandfreie Er- 
zeugung dieser Krankheit erst den Amerika- 
nern McCollurn, Sherman und Pappen- 
heimer (1. c. 1 — 3). 

Setzt man junge Ratten auf eine rachi- 
togene Diàt, so entwickeln sie nach 2 — 3 
Wochen das typische Bild der Rachitis des 
Kindesalters. Rein àuberlich ist schon eine 
schwere Rachitis bei der Ratte an der Ver- 
dickung der Epiphysen sichtbar. Legt man 
das Tier auf den Rücken, so sieht man in 
vielen Fâllen schon den rachitischen Rosen- 
kranz. Bei leichter Rachitis zeigen die Tiere 
in ihrem Benehmen keine weiteren Sonder- 
hciten. Bei schwerer Rachitis verlieren 
sie jedoch ihre natürlichc Lebhafbigkeit, sitzen meist zusammengekauert im 
Hintergrund des Kâfigs und zeigen ôfter eine skolioseartigo Einknickung der 

Wirbelsàule (Abb. 29). Der 
Gang auf ebcner Fiàche wird 
schwerfàllig, mit schràg vorn 
Leib abgesetzten Beinen. 
Vielfach bewegen sich die 
Tiere auch auf dem gesamten 
Tarsus oder Metatarsus fort. 

Die Diagnose Rachitis 
kann stets aus dem Rontgen- 
bild oder aber aus histologi- 
schen Befunden oder aus 
Blutphosphorwert und Kno- 
chcnanalyse gestellt werden. 
Namentlich das Rôntgenbild ist ein wertvoUes Hilfsmittel, den rachitischen 
ProzeB in allen seinen Phasen am selben Tier zu verfolgen. 

Histologisch ist die experimentelle Rachitis der Ratte von der Spontan- 
rachitis des Kindes verschieden. Man erhâlt aber bei abwechselnder Verfütterimg 
einer phosphorarmen rachitogenen Kost mit einer normalen Bilder, die histo- 
logisch von echter Rachitis nicht zu unterscheidon sind. 



Abb. 29. Skolioseartige Einknickung der Wirbel- 
sâule bei experimentelh'r Rattenrachitis. 
(Nach Funk7).) 



Abb. 28. Knochenasche im Pro- 
zent des getrockiKüten extrabierten 
Fémurs bei Ratten mit zuneh- 
mendem Alter. 

A auf vollwertiger, B auf der rachi- 
tog('n(‘n Kost 2965 mit Vitamin 
D-Zulage, C auf derselben Diat ohne 
D-Zufuhr. (Nach Dut cher 6).) 


6) Dutcher-Creighton-Rothrock, J. of biol. Chem. 70, 173 (1929). 

7) Funk, Die Vitamine. 
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3. Experimentelle Rachitis bei anderen Tieren 

Beard und PomerenceS) konnten durch Verfüttenmg der Steenbock- 
Diât 2965 oder der Osborne -Mendel-Park-Kost bei Mausen Rachitis erzeugen, 
die nach 14 Tagen mâûig oder schwer war. Sie heilt nach einiger Zeit spontan 
infolge Wachstumsstillstand ab. Bei Schweinen entsteht aiif rachitogenen Diaten 
schwere Rachitis, die histologisch der menschlichen nahekoirmat. Aiich Kaninchen 
zeigen auf der McCollum-Kost 3143 schwere rachitische Vcrândt^rungeii (Gold- 
blatt, 1. c. 3). Die Rachitis der Kücken (leg weakness) ist histologisch nicht typisch, 
weil schon normalerweise der Ossifikationsvorgang beim Vogel eiii anderer ist. Stoff- 
wechselchemisch ist sie für die Auswertimg des Vitamins D brauchbar. 


II. Die Hypervitaminose D 

1. Die Erscheinungen der Hypervitaminose D (vgl. 1. c. 3) 

Überdosierung von Vitamin D in Form von Vigantol oder Lebertran führt 
zu einem typischcn Krankheitsbild, das eine echte Hyj)ervitaminose darstellt. 
Rein àuBerlich zeigen die mit Vitamin D vergifteten Tiere ein 8truppig(‘s Fell, 
Mangel an FreBliist, Durchfall iind Gewichtsvorlust. B(‘i der histologischen 
Untersuchung findet man in zahlreichen inneren Orgaiien wie Lunge, Herz, 
Niere, Leber sowie in den Arterien ausgedehnte Kalkablagerungen im vSinne 
einer metastatischen Verkalkung. Die Ablagerungen sind bei kalkreicîher 
Nahrung sehr viel ausgepràgter. Bei ungenügender Kalkzufiihr tritt Entkalkimg 
des Knochens auf (Ostéoporose). Herbivoren zeigen Hyperphosphatarnie, 
Omnivoren Hypercalcàmie, Die Organverânderungen sind teilweise rück- 
bildungsfàhig, doeh führt die Vergiftung in den meisten Fâllen zum Tode 
(Kreislaufstôrungen). Rachitische Tiere sind gegen die Überdosierung auBer- 
ordentlich résistent. 

2 , Die toxische Dosis 

Die Vitamin D-Pràparate variieren in ihrer Oiftigkcnt vStark. Bei d(‘r UV.- 
Bestrahlung des Ergosterins entstehen Substanz(‘n, die antirachitisch nicht 
wirksam, aber stark toxiscîh sind und deren Bildung von der Bestrahlungs- 
dauer, vom Losungsraittel, von der Lichtquelle u. a. abhàngig ist. Zur Er- 
mittlung der toxischen Dosis prüft man die Vertraglic^hkeit der Substanz an 
der Maus. Gleichzeitig wird an der Ratte die antirachitische Grenzdosis fest- 
gelegt. Aus beiden errechnet man den therapeutischen Index. Er betràgt für 
Bestrahlungsprodukte des Ergosterins etwa 1 : 2000 bis 1 : 5000. Für nnnes 
D- Vitamin wurde der Wert zu 1 : 3500 ermittelt. Altéré Angaben über dieUngiftig- 
keit selbst der 10000 — 40000fachen antirachitischen Grenzdosis sind widerlegt. 

3. Die Bestimmung des toxischen Werteg eines Vitamin D-Prâparates 9) 

Die Bestimmung der Giftgrenzdosis erfolgt an Màusen. Jeder Versuch 
wird mit 4^ — 5 abgestuften Dosen angesetzt, wobei für jede Dosis mindt^stens 
4 Mâuse genommen werden. Die Abstufung der Dosen wird am besten so vor- 
genommen, daB die Tiere 2, 1, 0,5, 0,2 und 0,1 mg erhalten. 

In einem Vorversuch bestimmt man die Dosis, die giftig ist, und eine solche, 

8) Beard-Pomerence, Amer. J. Physiol. 89, 54 (1929). 

9) Holtz-Laquer-Kreitmair-Moll, Biochcm. Z. 237, 247 (1931). 
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TabeUe 22 


Gewichtsabnahme nnd Tod 

Zahl 

der Mâuse 

Verkalkung der Nieren nach lOmaligor 
Behandlung und Tôtung am 12. Tage 

Stark bei Gering bei Fehlt bei 

Über 2,6 g oder tôt 

1230 

62% 

18% 

20% 

Von 0,6 bis 2,5 g 

680 

18% 

12% 

80% 

Bis 0,6 g oder Zunahmo 

170 

0 

2% 

98% 


die noch ungiftig wirkt, Man kann ans dem antirachitischen Wert diese un- 
gefàhr schàtzen, da im allgemeinen die Giftgrenzdosis die 2000 — 5000 fâche 
der antirachitischen Dosis betràgt. Die Versuche werden an ausgewachsenen, 
gesunden Màusen von 16 — 22 g ausgeführt. Die Tiere werden nüchtern gewogen, 
tràchtige Tiere ausgeschlossen. Die Màuse werden in Glâsern, wie sie oben ab- 
gebildet sind, gehalten. Als Streuunterlage dient Torf oder Holzmehl, als 
Nahrung Hafer und feuchtes Brot. 

Die Darreichiing der Pràparate erfolgt mit der Schlundsonde nach der 
Méthode von Marks 9a) mit einer in ^/ôO ccm eingeteilten Spritze. Die Tiere 

9a) Marks, J. of cxper. Med. 10 (1908); 


Tabelle 23. Giftprüfung von Bestrahlungs - 



Mâuse 

Dosen 


Konzen- 

Gewicht in Gramm nach dem 

Nr. 

Bezeich- 

Anfangs- 

Glas 



tration 

1. Tag 

2. Tag 

3. Tag 

4. Tag 

5. Tag 


nung 

gewicht 

mg 

ccm 

0/ 

B 

B 

B 

B 

B 


g 




/O 

(Behandclt) 



1 

Rü gelb 

20 






19,5 


17 


2 

Na „ 

20 

[ I 

1,0 

0,2 

0,5 


20,5 


18 


3 

Ko „ 

19 






18,5 


17,5 


4 

O 

21 






20 


17 


5 

Rü gelb 

18 

j 





17,6 


17 


6 

Na „ 

18,6 

1 

0,5 

0,2 

0,25 


18,5 


18,5 


7 

Ko „ 

18 


18 


17 


8 

O 

19 

) 





18,5 


18 


9 

Rü gelb 

19 

1 





18,5 


19 


10 

Na „ 

18,6 

im 

0,4 

0,2 

0,2 


19,5 


18 


11 

Ko „ 

18,5 


19 


16,5k 


12 

O 

18,5 

1 

i 




19,5 


18,5 


13 

Rü gelb 

18 

) 1 





17,5 


15,6 k 


14 

Na „ 

18 

- 

0,3 

0,2 

0,15 


18,5 


17 


16 

Ko „ 

18 


19 


! 18 


16 

O 

18 






18 


i 17,5 

1 

17 

Rü gelb 

19,5 

) 1 





18 


17 


18 

Na 

20,5 

\ ^ 

0,2 

0,2 

0,1 


20 


20 


19 

Ko „ 

18 



17,5 


1 17,6 


20 

O 

19 

1 


1 



19 


19,5 


21 

Rü gelb 

18,5 






18 


18,5 


22 

Na „ 

19,5 

V. 

; 0,1 

0,2 

0,05 


19 


18 


23 

Ko „ 

19 


19 


18,5 


24 

O 

18 






17 


17,5 



Ergebnis: Grenzwert 0,8 mg. 
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erhalten die Dosis morgens nüchtem. Das Volumen soll 0,2 ccm nicht über- 
steigen. Erforderliche Verdünnungen werden mit Sesamôl hergestellt. (Auf- 
bewahrung in braunen Flaschen. Vermischen der Losungen diirch langsames 
Umschwenken.) Für jedes Pràparat wird eine besondere Spritze verwandt, 
die tàglich mit Àther und Alkohol gesâubert wird. 

Die Màuse werden tàglich gewogen. Sie verlieren schon bald nach Beginn 
der Behandlung ihre Munterkeit. Das Fell wird struppig, die Frefîlust làBt nach. 
Spàter sitzen die Tiere schlafend in gekrümmter Haltung und zeigen beschleu- 
nigte Atmung, die Augen sind meist verklebt. Der Tod crfolgt pldtzlich, mit- 
unter auch bevor die Krankheitserscheiiiungen ausgepràgt sind. 

Die Darreichung der Dosen erfolgt insgesamt 10 mal, so daO diirch den 
Ausfall des Sonntags die letze Dosis am 11. Versuchstage gegeben wird. Bei 
jedem der überlebenden Tiere wird die Gewichtsdifferenz von Anfangs- und 
Endgewicht errechnet und für jede Gruppe das Mittel gcmommen. Eine Ab- 
nahme von über 2,5 g wird als Giftwirkung angesprochen. Kleinere Gewi(;hts- 
abnahmen sind nicht spezifisch. AuBer Gewichtsabnahme gilt als weiteres 
Kriterium der Tod der Tiere und die Verkalkungserscîheinungen in der Niere. 

Die wâhrend des Versuchs eingegangenen Tiere und die nach Beendigung 
des Versuchs überlebenden, werden nach dein Toten seziert, um festzustellen. 


produkt Kontrollpràparat. Versuch Nr. 330 


6. Tag 

B 

G( 

7. Tag 

îwicht in 

8. Tag 

B 

Gramir 

9. Tag 

B 

nach ci 

10. Tag 

« 

em 

11. Tag 
B 

12. Tag 

Gcwichts- 
zu- Oder 
Abnahine 
ani 

12. Tag 

Zahl (lcr 
Toten und 
durch- 
«(îlinittlichc 
OewHdits- 
alinahine 

Vcrkalkung 
dtîi* Nioron 

15,5k 


15 

tôt 






geringe 










Verkalkung 

14,5kd 

tôt 








starke ,, 

13 k 


12,5k 


13 k 


12 kd 

— 7 

3 tôt 


14 kd 


]3,5kd 

tôt 


! 


— 7 

,, ,, 

U, 5k 


15 k 


14 k 

il3 kd 

— 5 


goriiigo „ 

16,5k 


16 k 


16 kd 


15,5 k 

— 3 


,, ,, 

15,5k 


14 k 


15 kd 


15,5kd 

— 2,5 


,, ,, 

16 k 


16,5 


14,5kd 


I3,5kd 

— 5,5 

-4,0 

starko „ 

19 


19 


18,5 


18 

— 1 


kein(^ „ 

16 k 


15,5 


14,5k 


15 kd 

— 3,5 


Htarko ,, 

16,5k 


tôt 






1 tôt 

keino ,, 

16 k 


15,5 


14,5kd 


13 kd 

— 5,5 

— 3,3 

stark(5 „ 

13 kd 


12,5 


tôt 





goringe „ 

16,6 


16 k 


16,5k 


16 k 

— 2 


keino „ 

16,5k 

1 

16 


15,5 


15,5k 

— 2,5 

1 tôt 

,, ,, 

16 

j 

15,5 


16 


16 

— 2 

go 

goringe „ 

16,6 


16,5 

i 

17,5 


18 

-1,5 


keine „ 

20 


20 


19,5 


20 

— 0,5 


goringe „ 

16 


16 k , 


16,5kd 


15,5kd 

— 2,5 


keimi „ 

20 


18,5 


19,5 


20 

+ 1 

— 0,9 


19 


18,5 


19,5 


19,5 

+ 1 


keine „ 

18,5 


18 


18 


18 

— 1,5 



19 


19 


19,5 


19 

i 



17 


16,5 


17,5 


18 

± 

-0,1 



Zeichenerklàmng : k = krank, d = Durchfall. 
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ob interkurrente Erkrankungen (Lungenkomplikationen usw.) die Gewichts- 
abnahme oder den Tod herbeigeführt haben. Aile solche Màuse scheiden bei 
der Beurteilung aus. Die Nieren werden auf Kalkablagerungen untersucht. 
Kalk findet sich sowohl in der Rinde als auch in den übrigen Teilen. Zum 
histologischen Nachweis des Kalks bedient man sich der Méthode von Kos8a9b) 
und Nachfarbung mit Alaunkarmin an Gefrierschnitten. Man unterscheidet 
zwischen starker Kalkablagerimg, bei der im Gesichtsfeld eines Schnittes an 
vielen Stellen sich Kalkablagerungen finden, und schwacher Verkalkung, bei 
der nur vereinzelte Kalkherde vorkommen. Eine Tabelle über die Beziehung 
der Gewichtsabnahme zur Verkalkung ist vorstehend wiedergegeben (Tabelle 22) . 

Die Verkalkung der Nieren geht meist dem khnischen Bild parallel. Im 
Bereich der Giftgrenzdosis nimmt die Verkalkung ab und fehlt bei kleineren 
Dosen ganz. Die Stàrke der Verkalkung entspricht aber nicht immer der Hôhe 
der angewandten Dosis. 

Beispiel: Ein Auswertungsbeispiel geht aus Tabelle 23 hervor. 

Wie ersichtlich, nehmen nach der Darreichung von 1 mg des Prâparatos aile 
Màuse an Gewicht ab und gehen am 9. Tage ein. Bei allen Tieren finden sich Kalk- 
ablagerungen in der Niere. Tagesdosen von 0,5 und 0,4 mg sind ebenfalls giftig. Die 
Gewichtsabnahme ist bei der Mehrzahl dieser Tiere noch über 2,5 g. Die Nieren- 
verkalkung erreicht verschiedene Grade. Drei von den vier Màusen die 0,3 mg er- 
hielten, überleben. Eine zeigt eine Gewichtsabnahme von 2,5 g, die übrigen nehmen 
weniger ab imd zeigen im Durchschnitt eine Gewichtsabnahme von nur 2,2 g. 
Kalkablagerungen in den Nieren sind bei dies(m nicht mehr festzustellen. Kleinere 
Dosen sind nicht tôdlich, die Tiere nehmen im Durchschnitt auch weniger als 2,5 g 
ab. Die Giftgrenze betràgt 0,3 mg. 

Bei verschiedenen Prüfungen schwankt der Giftgrenzwert innerhalb einer 
Differenz von 50%. In d(^m gegebenon Beispiel mit 0,3 mg als Grcnzwert wird bei 
einer Wiederholung der Prüfung die Dosis von 0,4 mg immer giftig sein, wàhrend 
eine solche von 0,2 mg immer ungiftig ist. Die Werte der dazwischenliegenden 
Dosen überschneiden sich. Ein weiteres Einengen der Giftgrenzdosis kommt also 
wegen der Streuung nicht mehr in Frage. 

Auswertung der Ergebnisse: Die Auswertung der Ergebnisse kann in 
verschiedener Weise erfolgen. 

1. Kann als Grenzdosis diejenige kleinste Menge angesehen werden, die in 
10 Tagen bei toten und überlebenden Màusen eine Gewichtsabnahme 
von 15% herbeigeführt hat (Holtz-Schreiber 10)). 

2. Kann als Grenzdosis diejenige Menge gelten, die bei mindestens 50% der 
Tiere eine Gewichtsabnahme von über 2,5 g oder den Tod der Tiere 
herbeiführt (Laquer 11) und 1. c. 9). 

3. Gilt als Giftgrenzdosis diejenige kleinste Menge, die bei mindestens 
4 Màusen eine Gewichtsabnahme von durchschnittlich 2,5 g oder den 
Tod der Tiere herbeiführt, wobei nach hoheren Dosen Verkalkung in 
der Niere nachzuweisen sein soll (Moll 12)). 

Aile drei Arten der Auswertung sind gleichwertig. Ein Beispiel aus den 
Laboratorien in Gôttingen, Elberfeld und Darmstadt môge das erlàutern: 

9b) Kossa, Beitr. path. Anat. 29, 163 (1901). 

10) Holtz c. s., Z. physiol. Chem. 191, 1 (1930). 

11) Laquer, Dtsch. med. Wschr. 1931, 243. 

12) Moll, Münch. med. Wschr. 1928, 637. 
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TabeUe 24. KW 52 

1. Gôttiugen: 


Tagesdosis in mg 


0,6 

0.2 

Toxische Wirksamkeit 

0,1 1 0,071 0,06 1 0,06 i 

Gestorben 

24 


12 

13 1 4 ^ 

— ! — 1] 

Über lôo/o G 

— 

4 

7 

9 ! 11 

3 1 1 T 

10— 150/0 G 

— 

i 

3 

— i — 

13 1 

Unter 10 0/0 G 

— 

: 

2 1 

1 — 

- i 9 II 

Durcbscbnittlicber| 

— 

27 

19 

16 31 1 

22 i 6 ausscbliefilicb Gestorbener 

G in 0/0 \ 

22,6 

32 

22 

1 26 32 

22 6 1 einscblieÛlicb „ 


T = Zabi der Versuchsmause, die innerhalb von 10 Tagen starben, über 15%, 
10 bis 15% oder unter 10% Gewicbtsverlust zeigten. 

G = Gewicbtsverlust innerbalb von 10 Tagen, in Prozcnit des Ausgangs- 
gewicbtes der Tiere. 

Giftgrenzwert 0,06 mg. 


Tabelle 25 

(Fortsetzung von Tabelle 24) 

2. Elberfeld: 

Tagesdosis in mg j 0,20 0,15 0,1 

Tôt i 5 ; — I 2 

Scbw(^ro Abnabnie : 14 2 

Leicbte „ ; — 2 ; 1 

Zimabrne — — 1 

Giftigkeitsgrenze (iiber 50 % scbwere AbnabriK^ oder tôt): inindestenB 0,1 ing. 


3. Darmstadt: 

Tox. Versucb Nr. 257/260 




1 

1 

a) Zabi der 


Tages- 

Befund der Einzelmavise 

toten Tiere, 


dosis 

bei Versucbsendo 

b) Durcbscbnittl. 

Bemerkungen über 

in 

(Gewicbtszu- oder abnabme. 

Ge wicbtsabn abme 

Verkalkung, Sonstiges 

mg 


tôt) 

der überlebenden 





Tiere 


0,1 

—6 

1 ; 

—0,5 i —4,5 ± 


Mans 1, 3, 6, 7, 8 starke. 


—1 

tôt ami — 7 — 3 

1 tôt 

Mans 2 geringe, Maus 5 


8. Tag 

—3 

keine Verkalknng 

0,075 

—4,6 

—1,5 —3 ; —0,5 


Maus 5 starke, Maus 1 
und 7 geringe, Maus 2, 


totam 

—0,5 —3 : —0,5 

1 tôt 

3, 4, 6, 8 keine Ver- 


6.Tag 


— 2,2 

kalkung 

0,05 

+0,5 î 

—3 —3 tôt. 


Maus 2 und 3 geringe. 



interkurr.; 


Maus 1, 4, 5, 6j 7, 8 



1 am7.Tagl 


keine Verkalkung 


+ 1 

1 —1 —1 —0,5 

- 1,2 1 


0,02 

—1 

— 0,5 1 — 0,5 + 0,5 

- 0,2 1 



Giftgrenzwert 0,075 mg. 

Bomskov, Vitaminforsdiung 6 
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Die beste Définition der Giftgrenzdosis ist folgende: „Der 
Giftgrenzwert eines bestrahlten Ergosterins ist diejenige kleinste 
Tagesmenge pro Tier, die bei mindestens 4 ausgewachsenen 
Mâusen im Gewicht von ùber 16 g, in 12 Tagen lOmal verabreicht, 
entweder die Tiere tôtet oder im Durchschnitt eine Gewichts- 
abnahme von 2,5 g oder mehr herbeiführt, wobei die Mehrzahl 
der mit hôheren Dosen behandelten Mause Ablagerungen von 
Kalk in den Nieren haben sollen.“ 


ni. DiebiologischenMethoden zur Auswertung des Vitamins D 

A. Allgemeines über die Tèstmethoden auf Vitamin D 

Wie bei allen Vitamintestmethoden kann man auch bei den D-Tests pro- 
phylaktische und kurative Verfahren anwenden. 

Die kurativen Methoden, die besonders im Ausland ausgearbeitet wurden, 
haben den Nachteil, relativ mehr Zeit in Anspruch zu nehmen als die pro- 
phylaktischen, da die Vorperiode ziemlich lang ist. Bei einigen dieser Methoden, 
Z. B. bei den Line tests, ist es auûerdem nicht môgHch, bei Beginn der thera- 
peutischen Période den Ziistand des Versuchstieres genau festzulegen. Man 



Abb. 30. Die Ergebnisso der Auswertung derselben Vitamin-D-Losurig zu vor- 

schiedenen Zeiten. 

Jeder Punkt der Kurve wurde an 20 Ratten crmittelt. Links = Aktivitât in Vo» 
rechts ~ Grade der aus der Skala abgelesenen Heilung. (Nach Bourdillon.) 

kann sich hier nnr dur ch Untcrsuchung gleichwertiger KontroUtiere helfen, 
die aber nicht immer einen Mafîstab für gleichbehandelte Tiere desselben 
Wurfs abgeben. In diesem Punkte sind die kurativen Rôntgenmethoden besser, 
da man hier fortlaufend die Heilung am selben Tier verfolgen kann. 

Von den prophylaktischen Methoden ist besonders die Rôntgenmethode 
durch die Arbeiten von Windaus in Deutschland zur hôchsten Genauigkeit 
gebracht worden. Am objektivsten ist die Knochenaschemethode, leider auch 
am schwierigsten. In erster Hinsicht stehen ihr die prophylaktische Rôntgen- 
methode von Holtz-Laquer-Kreitmair-Moll sowie die kurative Méthode 
von Schultz nahe, 

Ein Urteil über die Brauchbarkeit der einen oder anderen Méthode ist 
schwierig zu fallen. Bei Anwendung genügend groBen Tiermaterials und bei 
genügender Erfahrung in Testversuchen scheinen sie gleichwertig zu sein. Wie 
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bei jeder Testmethode am Tier muB man au ch hier mit der schwaiikenden 
Reaktionsfahigkeit des tierischen Organismus, d. h. mit nicht nâher definier- 
baren, nicht beherrschbaren Momenten rechnen. Trotz Einhaltung derselben 
Versuchsbedingungen variiert die Empfindlichkeit der Ratten gegenüber dem 
Vitamin D. Bei Prüfung desselben (unter Zersetzung ausschlieBenden Um- 
stànden aufbewahrten) Pràparats zu verschiedenen Zeiten ist der gefundene 
wirksame Grenzwert nicht immer der gleiche (Abb. 30). 

Es wird deshalb vom Accessory Food Factor Commitee empfohlen, gleich- 
zeitig im selben Test ein Standardprâparat zu prüfen, das international ge- 
eicht ist. Auf diese Weise kann man jedes Pràparat, gleichgültig nach welcher 
Testmethode man arbeitet, mit dem Standard vergleichen und so in inter- 
nationalen Einheiten ausdrücken. 

Die gegen die thorapeutischen Methodon 18) und besoiiders gegeii don ,,Linc- 
Test“gemachten Emwànde sind bei richtigor Technik nicht stichhaltig. Auch der 
Fehler des imgleichen Tiermaterials, das zur Bohandlung konrnit, iat ausschalt- 
bar, wie z. B. aus der Méthode von Sehultz hervorgeht. 

Ganz allgemein zu entscheidem, ob nun prophylaktische oder therapeutische 
Methoden zu bevorzugen sind, ist nicht môglich, da es jeweils von der ver- 
wandten Art der Méthode abhàngt 14). So ist z. B. der Line -Test nur in der 
kurativen Form anwendbar. Der Knochenkalktest dagegen nur als Prophylaxe- 
versuch. Ein Vergleich des prophylaktischen Aschetests mit dem kurativen 
Rdntgentest ergibt, daB beide gleichwertig sind. Der Rontgentest hat aber den 
Vorteil der leichteren Handhabung, ist dafür aber auch bedeutend kostspieliger 
als der chemische Test. Das gilt auch beim Vergleich der beiden Methoden im 
prophylaktischen Versuch. 

Überhaupt ist die Beziehung zwischen der kurativen Doais und der prophylak- 
tischen eine viel engere als sich eigentlich aus der Bozoichnung ergibt. Tragt inan 
die am 1., 4., 8., 12., 16., 20., 24. und 28. Tag rôntgenoskopisch ermittelten Epi- 
physenweiten bei rachitogen ernâhrton Tieren, die entweder unbehandelt waren 
oder aber steigende Dosen Lebertran prophylaktisch erhielten, gegen die Zeit in 
ein Koordinatensystem ein, ergibt sich, daB bei den imbohandelten Tieren die 
grôBten Epiphysenbreiten am 12. Tage vorhanden sind und von da ab schmaler 
werden. Mit 1, 2 und 3 mg Lebertran pro Tag sind die Epiphysenspalten am 8. Tage 
am grôBten und mit 5, 6 und 10 mg am 4. Tage. Erst mit etwa 20 mg Lebertran 
pro Tag verlâuft die Kurvo vollkominen gerade, d. h. di(? Epiphysenweito ândert 
sich nicht. Daraus ergibt sich, daB die gewôhnlichen jjrophylaktischen Methoden 
eigentlich kurativ sind. Die wahre schützende Dosis liegt hôher (Schultzer 15)). 
Zu der gleichen Feststellung kommt neuerdings Ottokarl Sehultz (1. c. 41). 


B. Yersuchstiere und ihre Haltung 

Die gebràiichlichsten Tiere für den Vitamin D-Test sind Ratten. Ab- 
weichend von allen anderen Vitamintestversuchen kann Rachitis bei dieser 
Tierart nicht dadurch erzeugt werden, daB einzig und allein das Vitamin D 
in der Kost Tehlt. Es muB auBer dem D-Mangel no ch eine Veranderung in der 

13) Kreitmair, Erg. Physiol. 30, 202 (1930). — Scheunert- Schieblich, 
Klin. Wschr. 1929, 699; Biochem. Z. 209, 290 (1929). — Demole, Schweiz. 
med. Wschr. 177 (1931). 

14) Bourdillon-Bruce, Biochemic. J. 26, 506 (1932). 

15) Schultzer, Biochemic. J. 27, 376 (1933). 


6 * 
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Mineralzusammensetzting der Kost eintreten, bevor sie rachitogene Eigen- 
schaften erhâlt. 

a) Auswahl dor Tiere. Rachitis làBt sich nur am wachsenden Organismus 
erzeugen. Altéré Tiere entwickeln lediglich eine Ostéoporose. 

Ratten für den Testversuch auf Vitamin D müssen etwa 3 — 5 Wochen ait 
sein und ein Gewicht von etwa 30 — 50 g besitzen. Schwarze oder schwarzweiBe 
Tiere eignen sich für den Versuch ebensogut wie weiBe. Laquer und Mit- 
arbeiter (1, c. 9) nehmen 4 — 6 Wochen alte Tiere, die 33 — 45 g wiegen. 

b) Haltung der Tiere. Je nachdem die Tiere für den kurativen oder pro- 
phylaktischen Test bestimmt sind, hait man sie in groBen Kàfigen zusammen, 
bis sie eine Rachitis entwickelt haben, oder sie werden gleich von Anfang des 
Versuchs an in Einzelkàfige gesetzt. Die GrôBe der Kàfige ist so zu wàhlen, 
daB nicht etwa durch Beschrànkung der Bewegungsfreiheit eine Ostéopathie 
hervorgerufen wird. In einem Kàfig von 40 X 40 X 25 cm haben zwei Tiere Platz. 

Vielfach gibt man in die Metallkàfige noeh Holzwolle. Sie hindert nicht 
die Entstehung der Rachitis, muB aber ofter durchgeschüttelt und erneuert 
werden, damit die Tiere die Exkremente nicht fressen. Man kann auch die 
Tiere in Holzkàfigen halten, die mit einer dünnen Schicht Sâgemehl oder Torf 
bedeckt sind. Diese Schicht muB mindestens wochentlich erneuert werden. 
Wir haben gute Erfahrungen mit den oben abgebildeten Holzkàfigen gemacht, 
die Platz für 5 — 7 Tiere bieten. Als Einzelkàfige verwenden wir unsere ab- 
gebildeten Versuchskàfige. Auch Glaskàfige mit Drahtdeckel, die einen Draht- 
rost enthalten oder eine Schicht Torfmull, konnen verwendet werden. Man 
reinigt sie tàglich in einem Spülraum. GrôBte Sauberkeit ist Vorbedingung 
des Versuchs. 

Die Kàfige stehen in einem dunkleii Raum. Direkte Sonnenbestrahlung 
und diffuses Sonnenlicht sind auszuschlieBen. Der Raum darf nur für Vitamin D- 
Versuche Verwendung finden. Die Temperatur soll 20 — 22® betragen und keinen 
Schwankungen unterworfen sein. Für frische Luft muB gesorgt werden. 

Die Tiere werden ofter gewogen. Tiere, die nicht wachaen, sind für den 
Test unbrauchbar (s. darüber die einzelnen Methoden). 

c) Einteilung der Tiere. Man teilt die Tiere für den prophylaktischen Ver- 
such gleich in Serien, für den kurativen Versuch erst nach Beendigung der Vor- 
periode, wàhrend der sie wurfweise gehalten werden. Die Verteilung erfolgt, 
wie bei allen Testversuch^n so, daB jede Sérié môglichst gleich zusammengesetzt 
wird imd gleich viel Tiere desselben Wurfs enthàlt. Für jede zu prüfende Dosis 
muB man mindestens mit 10 — 12 Tieren rechnen. Man teilt die Tiere derart 
auf, daB Gruppen dieser GroBe entstehen. 

Davon nimmt man stets eine als KontroUe und verabreicht ein Pràparat, 
dessen Wirkung bekannt ist. Beim prophylaktischen Versuch erhàlt die Kon- 
troUe keinerlei Behandlung und muB die schwersten Verànderungen zeigen. 

d) Fütterung der Versuchstiere. Die Versuchstiere erhalten eine der nach- 
stehenden rachitogenen Diàten und Wasser ad libitum. 

Wenn die Tiere in den Versuch kommen, müssen sie erst an das AUeinsein 
gewôhnt werden. Für den prophylaktischen Test füttert man daher erst 
3 Tage lang die rachitogene Diàt ohne Zulage der zu testenden Substanz. Bis 
die Tiere sich an Umgebung und Futter gewôhnen vergehen etwa 2 Tage, in 
denen sie regelmâBig abnehmen. 
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Man kann die Tiere auch einige Tage, bevor man sie von der Mutter ent- 
fernt, dadurch an das Futter gewôhnen, daB man es ihnen zusammen mit Milch 
verabreicht und erst dann die Milch weglàBt, wenn sie getreniit werden. 

e) Verabroichung der zu testenden Substanz. Die Verabreichiing der zu 
prüfenden Substanz muB, wenn môglich mit der Pipette erfolgen. 

Die Lôsungen werden mit Olivenol oder Sojaôl (das antirachitisch un- 
wirksam sein soi!) verdünnt, so, daB die Tagesdosis in 0,1 ccm Ol enthalteii ist. 
Die Verdünnungen müssen sehr sorgfàltig gemacht werden. Bei der Ver- 
mischung muB mindestens 15 Minuten lang langsam hin- und hergeschwenkt 
werden. Die Verabreichung geschieht mit einer geeichten 1-ccm-Pipette, die 
nach dem Gebrauch in Benzin, Alkohol, Chromschwefelsàure und Wasser 
gereinigt und mit Alkohol-Ather an der Saugpumpe getrocknet wird. Kontroll- 
tiere erhalten dieselbe Menge an reine m Lôsungsmittel. 

Jede zu prüfende Substanz, z. B. Milch usw. muB vorher auf ihren Phosphor- 
gehalt untersucht werden. Zufuhr einer phosphorhaltigen Substanz heilt die 
experimentelle Rachitis, auch wenn kein D-Vitamin vorhanden ist, was schon 
zu schweren Irrtümern Veranlassung gegeben hat. 

Auf der rachitogenen Kost von Randoin-Lecoq 16) wird das Vorhandon- 
sein einer internationalen Einheit D*Vitamin vorgetâuscht, wenn die Zulage enthâlt : 

4.0 mg P in Form von Phosphorsauro 

4,5 mg P als Mononatriumphosphat 

5.0 mg P als Dinatriumphosphat 

7.0 mg P als Trinatriumphosphat 

10.0 mg P als Natriumpyrophosphat 

15.0 mg P als Natriummetaphosphat. 

Die genaue Dosierung der zu untersuchenden Substanz ist von groBter 
Bedeutung. In Amerika wird das Prâparat vielfach dem Futter beigemischt. 
Diese Méthode ist nicht nachahmenswert. Wenn man erfahren hat, wie schwer 
es ist, die von einer Ratte im Laufe von 24 Stunden gefressene Futtermenge zu 
bestimmen, wird man einseiien, wie ungenau die Dosierung wird. 

f) Die Haltung der Zuchttiere. Genau wie bei dem Testversuch auf Vita- 
min A ist die Zuchtdiàt der verwandten Ratten für den Ausfall eines D-Testes 
von groBter Bedeutung. Verschiedentlich wurde die Beobachtung gemacht, 
daB Ratten gegen den D-Mangel àuBerst résistent sind, eine Erscheinung, die 
auf zu groBe Reserven zurückzuführen ist. Wir haben selbst vor einigen Jahren 
die Erfahrung gemacht, daB einige Tiere auf sonst stark rachitogenen Diàten 
überhaupt nicht rachitisch werden, weil die Mütter dieser Ratten regelmàBig 
mit Fischabf allen gefüttert wurden. 

Zuchtdiâten für Ratten, die für den D-Test Verwendung finden soUen, sind 
Z. B. die Steenbock- und Sherman -Diàten. Auch eine Kost aus Milch, 
Hafer, Kdeie, Gemüse mit Zugaben von rohem Fleisch hat sich bewàhrt. 

In den Laboratorien der I. G. Farben und Merck wird den Zuchttieren 
folgendes Futter verabreicht (1. c. 9): 

5 Teile Maisschrot, 10 Teile Weizen, 8 Telle Milch, 4 Telle Hafer, 5 Telle 
Brot, 0,025 Teile Calciumcarbonat, 0,06 Teile Kochsalz, mit tàglichen Zugaben 
von wechselnd Gemüse, Fleisch, Rüben, 0,4 Teile Casein oder 2 Teilen Reis. 


16) Lecoq- Vilette, J. de Pharmacie 1933, 192. 
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In Gôttingen wird folgende Kost gegeben: 

Auf 4 Teile Reis 1 Teil Fleischmehl in Wasser weich gekocht. Dazu 1 Teil 
Weizenschrot + 1 Teil Maiaschrot. Ein Lôffel Bierhefe, 200 g Natriumchlorid, 
200 g Salzgemisch nach Mc Col lu m und wochentlich 2 mal rohe Môhren und 
tàglich Roggen nach Belieben. 

Wir selbst verwenden eine Kost aus Weizen, Maisschrot und frischer Milch 
unter Zulagen von Gemüse. 

Die Tiere werden jâhrlich 3 mal gedeckt \md kommen, wenn sie trâchtig sind, 
in die oben bescliriebenen Einzelkâfige. In der Regel bestehen die Würfe aus 6 bis 
8 J\mgen. Wenn zu groÛe Würfe erhalten werden, ist es gut, die Zabi der Tiere 
auf 8 zu reduzieren. Zu kleine Würfe sind ebenfalls nicht brauchbar. Wir ver- 
wenden solche für die Zucht. 

Bourdillon-Bruce und Webster (1. c. 14) füttern die Zuchtratten mit 
Weizen, Mais oder Hafer, sowie Brot, Gemüse, Fleisch und etwas frischer Milch. 
Gleichwertig war eine Kost aus: 


Weizenmehl (ganzer Weizen) 

62% 

Weizenkeime 

9% 

Trockenmagermilch . . . . 

19% 

Hefe 

5% 

Fett 

6% 

Ferricitrat 

0,25% 


dazu tàglich 2 g Karotten, Spinat oder Kohl und zweitâgig 2 g gekochte 
Leber. 

Wàhrend der Laktation erhalten die Tiere 18 bzw. 29% Weizenkeime und 
Magermilchpulver, wobei die entsprechende Menge Weizenmehl fortfallt. Die Leb6>r- 
zulage kann ebenfalls wàhrend der Laktation reduziert werden. 

O. Schultz (1. c. 41) sah mit folgender Kost gute Ergebnisse: 

Korn und Mais, dazu Milch (ausTrockenmilch bereitet), Karotten und reich- 
lich trockene Brôtchen, auBerdem Spinat und Grünkohl und ab und zu etwas 
rohes Fleisch. 

Die Jungen werden mit 4 Wochen abgesetzt und erhalten 3 — 8 Tage woiter 
diese Kost, bis sie versuehsreif sind. 

Dyer gibt folgende Kostmischung für die Versuchsratten an: 


Mais, gelb, gemahlen . . . .65% 
Weizen, ganz gemahlen . . .20% 

Casein 9 % 

Trockenhefe 5 % 

Kochsalz 0,5 % 

Calciumcarbonat 0,5 % 


Die Tiere werden nach der Entfemimg von der Mutter mit 32 — 35 g Gewicht 
ausschliefilich damit emâhrt, bis sie 50 — 60 g schwer sind. Sie erhalten wàhrend 
dieser Zeit aufier der Kost etwa 4 g Wasserkresse pro Woche, Hafergrütze und 
etwa 2 g Leber oder Fleisch pro Woche. Die Tiere sind mit 50 — 60 g für den Line- 
Test brauchbar. 
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C. Yitamin D-arme Diaten 

a) Allgemeînes über rachitogene Diaten. Die experimentelle Erzeugung 
einer Rachitis bei der Ratte ist nicht nur bedingt durch die An- oder Abwesen- 
beit des Vitamins D, sondern hàngt vielmehr auch ab von dem Verhàltnis von 
Kalk zu Phosphor in der Nahrung. 

Eine Kost, in der das Vitamin D fehlt, die aber ein Verhàltnis Ca : P 
== etwa 2 hat, wirkt nicht rachitogen. Diaten aber, bei denen das Verhàltnis 
Ca : P = 3,5 — 10 ist und in denen auûerdem das Vitamin fehlt, erzeugen 
Rachitis. Die Rachitis ist um so schwerer, je hôher der Quotient Ca : P. Milde 
Rachitis, bei deren Heilung Tetanie auftritt, kann erzeugt werden durch eine 
Kost mit einem Verhàltnis Ca : P — 3,5. 

Bei einem Vergleich der in der Literatur niedergelegteii Arbeiten ist 
stets die verwandte Diàt zu berücksichtigen. Wenn es z. B. heilît, daB 
1 y eines Pràparats imstande ist, die Rachitis zu heilen oder zu verhüten, 
so gilt das nur für die benutzte Diàt. Die Menge an Vitamin D, die ver- 
hüten oder heilen kann, ist nur für diese bestimmte Diàt dieselbe und 
àndert sich, wenn eine andere benutzt wird. Die für die Heilung oder Ver- 
hütung einer Rachitis benôtigte Dosis D-Vitamin ist nicht nur abhàngig 
vom Verhàltnis Ca : P der rachitogenen Diàt, sondern auch vom absoluten 
Mineralangebot. 

Tritt bei einem konstanten Verhàltnis Ca : P Rachitis auf, so wird sie 
immer leichtere Grade annehmen, je hôher das Angebot der Mineralien ge- 
halten wird. Bei einem Gehalt der Kost von 0,5% P kann durch noch so 
groBe Kalkzufuhr keine Rachitis erzeugt werden. Ist die Menge der Kalk- 
zufuhr in der Diàt festgelegt, so wird die Rachitis immer schwerer durch 
Erhôhung des Quotienten Ca : P. 

Diese Verhàltnisse müssen namentlich auch bei dem Knochenkalktest auf 
Vitamin D berücksichtigt werden. Der Mineralgehalt der Knochen ist weit- 
gehend von dem Angebot abhàngig. 

Weiter hàngt die Entstehung einer Rachitis von dem Sàuregrad der ver- 
fütterten Diàten ab. Im allgemeinen besteht die Tendenz, daB bei einer sauren 
Kost sich eine immer weiter fortschrei tende Rachitis entwickelt, wàhrend auf 
einer mehr basischen Diàt derselben Zusammensetzung eine Rachitis entsteht, 
die nach einiger Zeit Heilungstendenz zeigt. Im Verlauf dieser Heilung kann 
es unter Umstànden zur Tetanie kommen. Diese Zusammenhànge sind wichtig 
bei der Auswahl der Testdiàt. 

Im Gegensatz zur Rachitis des Kindes, die nur durch Bestrahlung bzw. 
durch Zufuhr bestrahlter Substanzeü geheilt werden kann, ist die experimentelle 
Rachitis der Ratte heilbar 

1. durch Bestrahlung oder durch Zufuhr bestrahlter Substanzen, 

2. durch Ànderung der Mineralrelation der Kost, derart, daB diese ihren 
rachitogenen Charakter verliert, also z. B. durch Zugabe von Phosphaten 
oder organischen Phosphorverbindungen. 

Bei der Herstellung der rachitogenen Diàten ist deshalb immer auf den 
Mineralgehalt der verwandten Getreidearten zu sehen. Es ist bekannt, daB 
Mais im Phosphorgehalt stark schwankt. 
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Die für rachitogene Kostformen verwandten Maisbestànde müsscn in 
gemahlenem Zustande erst 6 Monate lagern, bevor sie Verwendung finden, weil 
dadurch die erzeugte Rachitis gleichmàfîiger und schwerer wird (Harris 17)). 
Die ürsache liegt in einem geringen Vitamin D-Gehalt des Maises. 

Bevor man einen Versuch ansetzt, mufî man sich über den Mineralgehalt 
der Maissorte orientieren. Der Kalkgehalt betràgt etwa nur 0,05 % und kann 
vemachlàssigt werden. Dagegen schwankt der Phosphatgehalt derart, daB 
das Verhàltnis von Ca : P in der Steenbock-Kost 2965 Werte von 3,9 — 6,7 
erreichen kann. Eine solche Schwankung stôrt die Auswertung des Vitamins D 
aufierordentlich. Eine Ànderung des Quotienten Ca : P von 4 : 1 auf 2 : 1 
tàuscht bei gleichbleibendem Vitaminangebot einen Mehrgehalt an Vitamin D 
von 0,7 Einbeiten vor (Kay 18)). 

Wichtig ist nach neueren Untersuchungen der Magnesiumgehalt der 
Kost. Eine Magnesiumzulage zur rachitogenen McCollum-Kost wirkt bei 
ungenügendem D-Angebot stark antirachitiscb (v. Euler-Rydbom). Auch 
der Chlorgehalt einer rachitogenen Diàt spielt eine Rolle (Gyorgy und Mit- 
arbeiter 19)). 

AuBer von den erwàhnten Umstànden hàngt die Entstehung einer experi- 
mentellen Rattenrachitis auch noch von anderen unspezifischen Faktoren ab, 
80 von der Natur der in der Diàt enthaltenen Getreideart. Den stârksten rachi- 
togenen Effekt unter den Cerealien übt das Maismehl aus, dann folgen Hafer, 
Reis und Weizen. Kochen mit Salzsàure schwàcht die rachitogene Wirkung 
(Gyorgy, 1. c. 19). 

Erst neuerdings wurden die Verhâltnisse durch die Untersuchungen von Bruce 
und Callow 19a) geklàrt. Danach enthalten die verschiedenen Cerealien keine 
toxische Substanz. Die unterschiedliche rachitogene Wirkimg ist vielmehr durch 
den Gehalt der Substanzen an Phytinphosphorsàure erklârlich. Bisher wurde in 
den Substanzen nur der Gesamtphosphorgehalt bestimmt. Dieser gibt aber koin 
richtiges Bild über die rachitogene Wirkung der Substanz. Eine solche hàngt 
vielmehr ab vom Verhàltnis Gesamtphosphor zu Phytinphosphor. Der Phytin- 
phosphor ist für den Organismus nicht verwertbar und deshalb ist die rachitogene 
Wirkung um so ausgepràgter, je mehr Phytinphosphor (dne Substanz ent- 
hàlt. Die rachitogene Eigenschaft wird durch Hydrolyse mit Salzsàure ge- 
schwàcht, weil dabei die Phytinphosphorsàure zerstôrt wird und anorganisches 
Phosphat entsteht. Es handelt sich bei der Salzsàureeinwirkung also nicht, 
wie bisher angenommen, um die Zerstôrung eines Toxins. Allô Cerealien ent- 
halten ein Ferment Phytase, die aus Phytinphosphor bei der Lagerung an- 
organischen Phosphor freimacht. Dadurch àndern sich aber die Eigenschaften 
der Diàt imd damit àndem sich die zur Heilung oder Verhütung der Rachitis 
notigen Vitàmindosen. Man muB also in Zukunft in den Mehlon nicht nur den 
Gehalt an anorganischem Phosphat bestimmen, sondern daneben sich auch über 
den Gehalt an Phytinphosphor orientieren. Die Bestimmung des Phytinphosphor 
kann nach den Methoden von Heubner- StadlerlOb) oder Andrews-Baily 
erfolgen 19 c). 

Erwàhnt sei noch, daB wir auûer der phosphatarmen Rachitis auch eine kalk- 


17) Harris c. s., J. Labor. a. clin. Med. 19, 390 (1934); Science (N. Y.) 73, 
95 (1931). 

18) Kay c. s., Biochemic. J. 26, 196 (1932). 

19) Gyorgy c. s., Z. Kinderheilk. 55, 442 (1933). 

19a) Bruce c. s., Biochemic. J. 28, 517 (1934). 

19b) Heubner c. s., Biochem. Z. 64, 422 (1914). 

19c) Andrews c. s., Ind. Eng. Chem. 24, 80 (1932). 
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arm(î konrion, die diirch erhôhtes Phosphatangebot- ziistande koinint. Sie steht 
jedoch der S|)()ntanracliitift so nah(' imd wird für inetliodische Zwecke kaurn 

lierangezogfui. 


b) Rachitogono Kostïormen 
1. l)i(^ Kostform 3143 von McCollum, c. s. 20). 


WoizengrieB 33 Toile 

MaisgrioB 33 ,, 

Gélatine 15 ,, 

Weizenkleber 15 ,, 

Koehsalz 1 ,, 

Calciiimcarbonat .... 3 ,, 


Der Gehalt an (ki bzw. an P in 100 g Ix^tràgt 1,20 g bzw. 0,30 g. 

Der Weizenkleber (Kleie) wird irn Soxlethapparat 12 Stnnden lang mit 
9()%igern Alkohol extrahiert, ans den Hülsen herausgeholt nnd an der Luft 
getroeknet. Die Kost wird lun-gestellt, indcnn man gepulverte Gt'latine in Wasser 
aufkocht nnd diose Ldsnng lieiü über die gut gemisehten Substanzen gieBt. 
P]s ist dabei destilliertes Wasser zu verwenden. Es genügt 1 Liter Wasser für 
die zehnfache der angegebenen Mengen in Gramm. Die znerst gut verrührbare 
Masse wird nacli gutcnn Durchkneten in flaclie, mit Wasser vorher ausgespülte 
Scdialen gegossen und nadi dem Erstarren in Würfel gesehnitten. Di(î Tiere 
erlialten aiiBer dieser Kost Wasser (dest.) ad libitum, wie bei allen anderen 
Diaten. Es ist empbddeuswert, nieht zu groBe Ansiitze zur Zeit herzustellen, 
da sie infolg(' des Wassergehaltes leicht verderben. Andererseits ziehen wir diese 
Darreiehung der trcx^kenen Verabreiehung der Substanzen vor. 

Die Kost kann durch Ersatz der 3 Teile Calciurncarbonat durch nur 
1,2 Teile in eine nieht raehitogene verwandelt werden. Der Phosphorgehalt 
betràgt dann 0,276 g, der Kalkgehalt nur 0,542 g pro 100. 

Neuerdings (‘nipfic'hlt Sehic'blicli 21) statt W(‘izeii Biichwoizen zu verwenden, 
<la er weniger Phosphor enthalt. Dieses Vorgc'hen verstarkt die rachitogenen lOigen- 
schaften (ha* Kost erheblich. Wahrend bei der Originalkost die Tagesdosis im pro- 
pliylaktisehen Rôntgent(‘st bei etwa 0,03 y liegt, erfordert die neuo Form eine 
Menge von 0,07 y. Di(' FTnj)fin(llichk(‘it (1er McüRode l(?idet durch die Abanderung 
nieht. Nach wie vor sind iin Prophylaxetest Dosen, die uni 0,01 y differieren, 
deutlich unttTscheidbar. 

Sehon McCollum suchte eine Ânderung seiner Kostform, da sich zeigte, 
daB im Phosphorgehalt zwisehen weichem und harteni Weizen erhebliche 
Unterschiede bestehen. Für die Kost kann nur weicher Weizen Verwendung 
finden. Ans den Versuchen McCollum s ergab sich die Kostform 4025, die 
aber nieht idéal ist, da sie Butter enthalt. 

Die Kritik, die die Kostform Nr. 3143 von Stecmbock erfahren hat, gründet(> 
sich darauf, daB diese Nahrung zu viel Proteiim und Gélatine enthalte, was zu 
Durchfallsstorungen Ix'i den Rattf'n fühn'. Audi sei die Kost zu wenig \utamin-A- 
haltig. St(‘enboek bat deshalb als verbessiu'te Kost seine unten angc^gebencï 
Nr. 29(55 eiiigc'führt. 


20) McCollum c. s.. Bull. Hopkins Ilosp. 32, 1(50 (1921); J. of biol. Cheun. 
47, 507 (1921); Proc. Soc. expc'r. Biol. a. Med. 18, 277 (1920); Aiikt. J. Hygien. 
1, 512 (1921). 

21) Schieblich, Biochem. Z. 265, 1 (1933). 


( 5 ' 
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2. Die Kostform 2965 von Steenbock und Black. 

Die Kostmischiing besteht ans; 

Mais, gemahlen . . . .76% 

Weizenkleber 20% 

NaCI 1 % 

CaCOj 3% 

Sie enthalt in 100 g etwa 1,2 g Ca imd 0,25 g P. Der Weizenkleber wird wic 
unter 1 mit Alkohol extrahiert. Der P-Gehalt sehwankt je nach der Maissorte. 
Das Verhàltnis von Ca : P liegt uni 5: 1. Hess und Weinstock 25), die anstatt 
Mais (ganz) nur Maisinehl verwendon, konnten die rachitogerum Eigenschaften der 
Kost erheblich verstarken. Das V(‘rhaltnis Ca : P lieÛ sich auf etwa 10 erhôhen. 

Die Kostfonneii 1 und 2 sind die bei Rachitisstudien ain 
meisten beniitzten. Anderc Miscliungcn werden in folgcnder Ta- 
belle gebracht. 


Weitero rachitogcnc Kostformen 


Nr. 

Autor 

Kohlenhj’drati' | 

EiweiÛ 

Fett 

Salze 

3 

Sherman 

95^0 Patent mehl 



Ca-Lactat 2,9%, 


c. s. 22) 




NaCl 2%, IVrri- 
citrat 0, 1 % 

3a 

Dieselljen 23) 

95”(, l’atentmidd 



3 % Ca-La(;tat, 2 % 
NaCl 

4 

.McC'ollumc.s. 

40 Haf('rflock<‘n 


8,3%L(‘in- 

1% NaCl, 1,5% 



49,2 Dextrin 


sanK'imu'bl 

(ViCOa 

4 a 

Di('sel}j('n 

4(B’o Haterflocki'ii 

10% (h'iatiiu' 

— 

1 % NaCl, 



47,5 Dextrin 



1,5 CaC()3 

5 

O s borne c. s. 

52 — 56 Starki' 

16- -20‘’o kact- 


4% P-frei(' Salz- 




alimmin 

Sp(‘ck 

iniscbung 

() 

McClcndon 

62 ""o •Starke 

10 Lactalliu- 

20% Tri- 

2'’o P-frei(‘ Salze, 




min 

ol(‘in 

0,2% ('aSO^, 0,2 

K H. ,!>(), 

7 

F l'ost 

87% Stark.‘ 

8^,', Lactalbimiin 


2% NaCl, 2 '/,;,CaS 04 

S 

McColliirn 

40 /’o Haf(‘rflock(‘n 

10‘\, (h ‘latine 


Jel%Na(3inid KCl, 



39 Dextrin 

7 % W(‘izenklel)er 


2<)i, Ca(T), 

9 

J(“ndrassik 

33 % W('izen,g(‘rn. 

15 %W(‘izenklel)er 


1 ')(, Na(3, 


U) 

33 % Mais, g<'m, 
10»;, Beisrnehl 

Celatiru' 


3% CaCO, 

10 

Brown - 

38 Maisschrot 

21‘\,W«‘izenkl(‘b(‘r 


1% NaC'l, 


Sholil 

38 % Maisrni'hl 



1,87% CaCO, 

11 

M c(h)l 1 iiin 

Diesclbe Kost 

wi(“ Nr. 8 

5% Butter 


12 

K arslian 

66/’(, Maismehl 

20'’,)W(‘izenklel)(‘r 
10% Kic'ralbumin 

, 

1 % NaCl, 3% CaCl., 

13 

M c C 0 1 1 U ni 

59,96% Dextrin 

15%Weizenkl(‘tK‘r 

j 2% Butter- 

3,9 % Salzgi'inisch 



3 % W(‘izenk(‘im(' 

15% (h'Iatine 

1 h‘tt 

1 

XXI, 1,5% ('a(X),„ 

; 0,64»;, NaH 2 P 04 ' 


22 ) S h e r m a n - P ap p e n h (> i m 

‘ 1 * (;. s,, Proc. Soc. 

expei’. Biol. 

a. M('d. 18, 193 


(1920/21); J. of (>xper. Med. 34, 189 (1921); 35, 421 (1922); Proc. Soc. (‘xper. Biol, 
a. Med. 21, 504 (1923/24). 

23) Shipb'v c. s., Bull. Hopkins Hosp. 32, 160 (1921). 

24) Jendrassik c. s., Biochem. Z. 189, 180 (1927). 

25) Hess c. s., Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 27, 140 (1929). 
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Nr. 

Autor 

Kohlonhydrate 

EiweiS 

Fett 

Salze 

14 

McCollum 

72,6 % Dextrin 

3 % Weizonkeime 

5 % Weizenkleber 

5 % Gélatine 

5 % Casein 

2%Butter- 

fett 

3,9% Salzmischung 
XXI, 1,5% CaCOj 

15 

Goldblatt 

48% Stârkü 

20%Casein 

15 % goliart. 
Baumwoll- 
samenol 

5% Salzgemisch P, 
2 %CaC 03 

16 

Stopp 

40%Haformchl 

51 % Dextrin 

5 % Casein 

— 

l%NaCl, 3 %CaC 03 

17 

McCollum 

49,35 % Dextrin 

5 % Weizenkeime 

10% Gélatine 
10%Eieralbumin 
12% Weizenkleber 

5 % Butter- 
fett 

1,5% CaCOg, 5,15% 
Salzmischung 37 

18 

McCollum 

i 

j 

52,5% Dextrin 
5% Wi'izenkeime ! 

20 Ca.sein 
i 5% Gélatine 

5% Weizenkleber 

5^\, Butter- 
f('tt 

4 , 3 " y Sal zmischung 
38 

19 

Randoin i 

c. s. 26) 1 

65 % RohrzuckiT 

17%Fleisch- 
; pepton 

5 % Butter- 
fett, 5% 
Olivenol 

1% Ca-Lactat, 4% 
Salzgc'misch P-frei 

20 

Haury 27) 

30% Weizonmehl 
40% Glucose 

17 % Casein 

5,5 %Crisco 

2% CaCO^, 1,5% 
NaCd 

21 

v. Euler 28) 

50% Stiirko 

1 8 % Casein 

17% 

Arachisol 

gehartet 

5 % S al zg< uni SC h 

22 

Zucki'r j 

85 Wi'izenmehl 

10 % Eieralbumin 


2,8% Ca-Lactat, 2% 
NaCl, 0,2% Ferri- 
citrat 

23 

Osborno 

75 % Stark(‘ 

20 % hldestin 


2,6 % Salzmischung 


J^omorkungc'Ti zu vorstehoiidor Tabollo. Zii Nr. 3 iind 3a: Dit* Kost- 
fonnen erzcMigen sehwere Rachitis mit niedrigcm Bliit-P-S|)i('gel. Ersatz ('iru^î- 
ontsproclK'Tiden Meng(> Calciiuiilactat diirch 0,4 g basisclies Kaliiirnphospliat in 
d('r Kost Nr. 3 vcrwamk’lt sio in oirio nicht rachitogiaie. Looithin, Eleiscli, Hc'tV 
sc'hiitzcn (‘ntspreclu'iid ihrem P-Oolialt. (kxscin schützt woniger als soinom P-Ckilialt 
(aitsprociu'n würde. Di(' ivostformen sind unter der Bt'zoichnimg Nr. 84 nnd 85 
])('kannt. Di(' Kost Nr. 3, di<‘ namontlicdi von Hoss c. s., Ros(>nIi(Mm c. s. nnd 
Hottingor l)onutzt wur(i(', ist so stark racliitogen, daB nur sohr roiolio 1)-Pra- 
parato daniit ansgc'wortet wc'rdon kdanon. Zu Nr. 4 iind 4a: Dio Kostformon sind 
iintor d(‘r Bozoichnung Nr. 2077 nnd 2800 J)ekannt. Sâ' l’iifen rachitisahnliche Bildi'r, 
dio zwisolK'ii Ostooporoso nnd Racliitis schwanken und inolir an Bildor dor heikai- 
(itni Raolntis oriniun-n, liorvor. 100 g dor Kost Nr. 4 onthaltc'n 0,0714 g Ca und 
0,21 g P. Dio Misolmrig 4 b (‘iithalt in 100 g 0,0414 g Ca und 0,1580 g P. Zu Nr. 5: 
Dio Kost ('rzougt sohworo Racliitis in otwa 35 Tagen. Zur Dockung di's B-Bodarfs 
('rlialton dio Tioro 40 mg Hefokonz(‘ntrat nach Osborno-Wakoman pro dio. 
Zu Nr. 0: Man gibt auBordoin noch zur Miscbung 5% H(4o und 1 % Spinatextrakt. 
Die Kost orzougt loichte Racliitis. Zu Nr. 7: Dio Kost ist untor dor Bozoichnung 
Nr. 341 bokannt. 8io enthalt pro 100 g etwa 0,138 g P und orzougt loichto Racliitis. 
Es ist notig, sio durch Ziigabo von 1% Hofo zu vorvollstandigen . Zu Nr. 8; 
Di(^ Kost ist luiti'r demi Namon 2127 bokannt. 100 g dor Mischung onthaltiai 0,8 g Ca 
und 0,20 g P. Dio Kost orzougt boi dor Ratto in 3—6 Wochon oine Racliitis, dio 
abor viol woniger scliwor ist als dio mit der Mischung Nr. 1 orzii'lto. Zu Nr. 9: 
Di(^ Kost ist oine Abandorimg dt'r Nr. 1, die aber koinc wosentlichon Vortoilo biotet. 

26) Randoin c. s., C. r. Soc. Biol. Paris 97, 1277 (1927). 

27) Haury, J. of biol. Chem. 89, 467 (1930). 

28) v. Euler, s. Grafes Handbuch der Organischon Waronkunde, Bd. 5. 
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Z 11 Nr. 10: Die Mischung ist ebonfalls eine Modifikation (k'r Nr. 1 mit Anlehrnmg 
an die Nr. 2. Der Ca : P- Quotient betragt etwa 4. Zn Nr. 11 : Der Biitterziisatz 
wiirde g('wahlt, iim die Entstiduing d(‘r Xerophthalmii' anf der Mischung Nr. 8 
zii verhüten. Zu Nr. 12: Der Weizenkleber wird extrahiert (s. nnt(‘r Nr. 1 ). dede 
Kattt' erlialt anficT der Kost taglicli 10 g Spinat. Die Mischung t'iitlialt ohne Spiiiat 
in 100 g etwa 1,22 g Ca und 0,09 g P. Zn Nr. 13: Die Kost ist miter der Bezeich- 
nvmg 3407 bekannt. Die Weizenkeime werden mit Âther extrahim-t, die Kkâe mit 
Alkohol. Die Celatine darf liochstens 0,12% P enthalteii. Man setzt drr Miscluing 
2”o Agar-Agar zu. Die Kost t'iithalt in 100 g 1,202 g Ca und 0,217 g P. Das Salz- 
gemisch XXI besteht ans: CaCO^j 1,5 Teile, KCl 1,0 Teile, NaCl 0,5 Ti'ile, NaHCDy 
0,7 Teile und r(‘S 04 • 7H.^O 0,2 Teile. Zu Nr. 14: Die Miscluing ist miter der Be- 
zeichnung 3408 bekannt. Si(' enthült auBerdem 2% Agar-Agar. Der P-C(‘halt 
betragt in 100 g 0,202 g und der Ca-Cehalt 0,88 g. Dii* Salzmiscliung ist dieselbi^ 
wie miter Nr. 13. Zu Nr. 15: Zur Mischung werden weiter 5% Hefe, 5% Zitronen- 
saft und 50 ccm destillii'rtes Wasser gegi'ben. Die Kost t'iithalt 1,08 g Ca und 
0,22 g P in 100 g. 8 ie ist nocli wirksamt'r, wenn das Cast'iii durch Eit'i albumiii er- 
setzt wird. Die Kost ist ideiitisch mit dt'r alten Osteoporost' (‘rzeiigeiidt'ii von 
Korenscht'wskv, in der kein Calciumcarlionat entlialten war. Die Halzmischung 
besteht ans Nad 9,6 Teile, MgS 04 • 71I.,0 16,4 Tt'ile, KCl 24.4 Teile, Calcium- 
lactat 57,5 Teile, Ft'rricitrat 3,5 Teile. Das Vt'rhaltnis Ca : P dt'r Mischung bt'tragt 
5 : 1. Zu Nr. 16: Die Kost ist tlit' Xt'itiphthalmit' t'rzt'ugende von McCollum, 
in der 1,5 Teile Dt'xtriri durch Calciumcarbonat ersetzt wurden. Sic* ist stark 
rachitogt'ii. Zu Nr. 17 und N r. 18: Beide Ktistformt'ii wt'rden tlurch Zugabe von 
2^0 Agar-Agar erganzt. Die Ko.stmischungen t'rzt'ugt'u in 25 Tagt'ii Kacliitis. Ihr 
ge.samter P-Ct‘halt t'iitstammt dem (’ast'in. Dit* Salzmischung bt'stt'ht ans: CaXDa 
1,5 Teile, KCl 1 Teil, NaCl 1 Teil, NalKX)^ 0.4 Teile, MgO 0,2 Teile, Fe 804 • 

0,2 Teile, KH 2 PO 4 0,85 Tt'ilt*. Die Salzmischung 38 ist diest'lbt* oline KH. 2 PO 4 . 
Zu Nr. 19: Die Kost muB wt'itt'r t'twas Filtrierpapit'r t'uthaltt'ii. Sic t'iithalt auf 
100 g 0,120—0,187 g P und 0,420—0,450 g Ca. Man gibt zur Deckung dt's Bedarfs 
3^0 Hefe zu. Zu Nr. 20: AuBer den angegebt'iit'n Bestantltt'iltai t'iithalt die Kost 
2^0 Hefe und 2% Spinattrockenpulvt'r. 8 ie wird durcli Zugabe von jt> 1 % 
NaH 2 P 04 und Na 2 HP 04 in eint* nichtrachitogt'nt' verwandt'lt. Zu N r. 21: Die 
Kost entlialt weit(*r 5 Marrniti'-Heft'extrakt untl 5^^^ Zitront'iisaft. Das 8 alz- 
gemisch bestt'ht aus: 25 Teilt'ii NaCl, 74 4’eilen (^alDs und 1 Teil Ferricitrat. Zu 
Nr. 22: Die Tiere t'rhalten auBerdern pro tlit* 2 — 3 g 8 pinat. Die Kost ist untt'i* tlt'i* 
Bezeichnmig 401 bekannt. 8 it' fiiitlet für tlt'ii Fiizes-pü-Test Vt'rwt iitlung. Zu 
Nr. 23: Die 8 alzmi.schung besteht atis: 21,8 g MgCOg, 30,1 g NaglD.,, 118,6 g 
K 2 (X) 3 , 95,3 g HCl, 9,2 g H 2 »S() 4 , 30,6 g Citronensaure, 5,34 g Ferricitrat, 0,02 g 
KJ, 0,79 g Mn 804 , 0,248 g NaF, 0,0245 g K 2 Al 2 ( 804 ) 2 . Die Tien* t'rhalten auBer- 
dem die H-\htamine in Forrn von Ht*ft' untl A-Vhtamin in Olivenol. Dit> Kost gtv 
stattet eint' Anderung tlt's Ca : P- Quotientt'ii in jetlem Verluiltnis, zwt'cks 8 tutliums 
dt'r Wirkung einzelner P-Verbintlungen auf dit* Entstehung dt'r Bachitis. Durch 
geeignt'te Auswahl der Ca- und P-Vt‘rbintlungt‘n kann jt'tlti gewiinschtt' Ri*aktion 
erzit'lt wt'rtlt'Ti. Dit' Trockenhefe inuB vor dt'r Zugabe mit gt'iuigt'ntl (^aClg versetzt 
wertlt'ii, um tlas Verhaltnis Ca : P ^ 1:5 zu t'rhalten. 20 Tropft'ii Et'bt'itran 
taglicli genügt'ii für normale Entwicklung. Die Versuchstiere erhalten statt Lcîber- 
tran Olivt'iiol. 

c) Nicht rachitogene, Vitaniin D-anno Kostmischuiigoii 

Im Gegensatz zu den Kostformen, die auBer dem Vitamin D-Mangel noch 
ein gestortes Minerai verhâltni.s aufweisen und beim Tier stark rachitogen 
wirken, gibt es aueh solche Diiiten, in denen die Mineralien richtig ausbalanciert 
sind, in denen also nur das Vitamin D fehlt. Solche in jeder Beziehung bis 
auf den D-Mangel vollwertige Mischungen werden in liestimmten Versuchen zur 
Auswertung des Vitamins D herangezogen. 

Füttert man Ratten mit die.sen Kostformen, so entsteht keino Rachitis, 
sondern lediglich eine Kalkverarmung des Knochens, die aber durch Verab- 
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reichimg des Vitamins D verhtitet oder geheilt werden kann, eine Reaktion, 
die man als Test heranzieht. Spezifisch für Ratten auf einer solehen Kost ist 
wciter der Wachsturnsstillstand, der ebenfalls auf D-Mangel beruht imd dureh 
Zugabe dieses Vitamins zu beheben ist. Auch diese Méthode kann als Test dienen. 

Die bekanntesten Vitamin D-freieri Diaten sind folgende: 


a) Steenbock-Blaek 29) : 

Caseiri 18 Teile 

vSalzgemiseh 4 ,, 

Hefe 8 „ 

A^ar-Agar 2 ,, 

Dextriii 68 

dazu für je 100 g der IVliscliung 0,3 g Alfalfa (Vitamin A), 

b ) vS h (' r m an - S t i e b e 1 i n g 30) : 

(-aseiri extralii(‘rt 18 Teile 

8alzmischiing Osborne* . . . 4 ,, 

llefe 10 „ 

Ivocüisalz 1 ,, 

8piiiattroekenpiilver 1 ,, 

8tarko 66 ,, 


Der Kalkgehalt dieser Kost ist 0,74% Ca, der Pbosphorgehalt 0,58% P. 

(1) Kostmischungon mit hohcm Fhosphat- aber niedrigein Kalkgehalt (nach 1. c. 3) 

Kostforrnen zur Erz('iiginig der atvpisehen, kalkarrncai Rachitis sind folgende: 
iS’r. 1 Magermilchpulver (vShohl-BeniK'tt) . 10 g 


Hafer 40 g 

Leinol 5 g 

Kochsalz 1 g 

oder 

Nr. 2 Pasein (Gyôrgy -P()|)o viciii) .... 22,25% 

Maismehl *. . .‘ 71,75% 

PreBhefe 4,0 % 

Salzg(‘miscb Mc(b)llunî oline Ca nnd 

P-Salzo 2,0 % 


D. Die einzelnen Testmethoden 

a) Die kurativen Methodeii des Line-Test 

1. Der liiie-Test von McCollum-Simmonds-Shipley-Park 31) nnd 
Bills-Honey well nnd McNair32). 

Der Line-Test geht von der Erseheinung aus, daB Ratten, die mit einer 
raeliitogenen Diàt etwa 20 Tage lang gefüttert wurden, eine Rachitis ent- 
wickeln, die nach mehrtàgiger Behandliing mit der zu prüfenden Substanz, je 
nach der vorhandenen Vitaminmcnge, verschiedene Heilungsgrade zeigt. Die 
Heilungsstadien werden dabei dureh Behandlung des Knochens mit Silbcr- 
nitrat und Belichtung an einem mehr oder minder vollkommen eingelagertem 
Kalkband sichtbar gemacht. 

29) Steenbock c. s., J. of biol. Chem. 61, 405 (1924). 

30) Sherman c. s., J. of biol. Chem. 83, 497 (1929); Proc. Soc. exper. Biol, 
a. Med. 27, 663 (1930). 

31) McCollum c. s., J. of biol. Chem. 51, 41 (1922). 

32) Bills c. s., J. of biol. Chem. 90, 620 (1931). 
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Etwa 24 Tage alte Ratten, die 35 — 50 g schwer sind, erhalten 18 — 24 Tage 
lang die rachitogene Kost 3143. Am besten sind Tiere ans Würfen, die auf 6 oder 8 
reduziert sind. Die Vorperiode darf nicht zu lange ausgedehnt werden, da infolge 
zu schwerer Schadigung die Ansprechbarkeit anf die Thérapie verloren geht. 
Nach Beemdigimg der Vorperiode werd(*n die Tiere sortiert (Einzelkâfige). Sie 
werden in Gruppen aufgeteilt, von denen einige verschiedene Dosen der zu unter- 
suchenden Substanz erhalten, andere als positive und négative Kontrollen dienen. 
Die Tiere werden 2 mal wochentlich gewogen. Nach 5tagiger Fütterung der zu 
prüfenden Substanz (die positiven Kontrollen erhalten einen D- Standard, die 
negativen bleiben unbehandelt) werden aile Gruppen getôtet. 

Man prâpariert die distalen Enden von Ulna und Radius, legt sie für 4 bis 
5 Stunden in 10%iges Formalin und halbicrt sie nach der Fixierung mit einem 
scharfen Skalpell in der Langsrichtung. Die beiden Halften werden fur 1 — 2 Mi- 
nuten in eine l,5%ige Silbernitratlôsung gelegt, dann mit destilliertem Wasser gut 

aiisgowaschen und im Tageslicht oder untor eincr 
künstlichen Lichtqm'lh^ ( Quecksilberlampe etwa 
10 Sokunden) belichtet. 

Bei schwacher LupenvergrôBerung sieht 
man den bei der Heilung eingelagerten Kalk 
in schwarzen Bàndern sich abheben. Man er- 
kennt deutlich verschiedene Heilungsgrade, die 
man mit 0, 1 +» 2 +, 3 4" iisw. bezeichnet, 
und die aus Abbildung 31 hervorgehen. 

In der Zusamnienstellung sind nicht nur 
die Grenzen eines jeden Stadiums sichtbar, son- 
dcrn auch die verschiedenen Typen der Heilung. 
Der epiphyseale Typ, bei der Kalk in einer Linie 
am distalen Knorpelende cingelagert wird, ist 
am hâufigsten. Heilung tritt bisweilen auch in 
der Metaphyse auf. Diaphysale Heilung ist sel- 
ten und als Test nicht brauchbar. 

,,A, B, C, D and E are examples of rickets. 
A, extremely severe rickets, as scen in animais 
which hâve received Diet 3143 for a prolonged 
period; B, severe rickets; C, moderately severe 
rickets; D, moderately severe rickets with a spot of old calcium évident in 
the principal tongue of cartilage; E, the poorest type of rickets that can be 
accepted in Controls. F, G, H, T, and J are examples of 1 + healing. F, 
very slight healing evidenced by a metaphyseal line; G, very slight healing 
evidenced by a trace of calcium at the distal edge of the cartilage; H and I, 
slight healing; J, strongest 1 4- healing. K, L, M, N, and 0 are examples 
of 2 4- healing. K, moderate epiphyseal healing ; L, moderate metaphyseal 
healing; M and N, stronger healing; O, strongest 2 4* healing. P, Q, R, and S 
are examples of 3 4- healing, in order of increasing calcification. T, shows 
4 4", or complété healing. “ 

AuswertungderErgebnisse: Zur Auswertung der gefundenen Heilung 
dividiert man die Anzahl der für ein bestimmtes Pràparat erzielten 4— ^eichen 
durch die Anzahl der verwandten Tiere. Ergibt sich z. B. die Dosis von x ccm 
Lebertran pro Tag bei den damit behandelten Tieren : 1+, 2+, 2+, 3+ und 

13 

negativ, so ist der Wert, den man erhàlt: = 2,16 4-- 



Abb. 3 1 . Skala zur Auswertung 
der Linc-Test-Ergebnis.se nach 
Bills c. s. 
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Als Standard führtcn die Autoren eine Kost mit %% Lebertran ein, die 
2+-Heilung hervorruft (Kost 3143). 

Zur graphischcn Bostimmimg der 2 + -Dosis dient folgende^ Kiirvo (Abb. 32), ans 
der inan dire^kt ablesen kann, um wioviel man eine Lôsiing bei bestimmtem Heilungs- 
grad verdünnen oder verstârken miiB, um eine Heilimg von 2 -f- zu erzielen. Wurde 
dieWirkung einer vSubstanz z. B. zu 2,9+ bestimmt, so muB man die Lôsung um 
®/io V(>rdiinnen, iim auf deii Heilim^îsgrad 2 + zu kommfîii. Fand man eiiK'ii Wert 
von 1,2 +, so wird die Lôsung bei der l,5fachenKonzentration dtm Wert 2 + geben. 

Beziehung zwischen Versuchs- 
dauer und Heildosis 

Die Beziehung zwischen Vcr- 
siichsdauer und Heildosis geht ans 
folgender Kurve hervor. Bezeichnet 
man als 1 dicjenige Dosis, die in 
14 Tagen tàglich verabreicht die 
Heilung 2 + verursacht, so muB die 
Dosis um dciiselbcn Heilerfolg zu 
geben, in einem nur 5 Tage dauern- 
den Versuch 6 mal grôBer sein. 

Die Abbildung kann mit Erfolg benutzt werdcn, um einige in der Lite- 
ratur niedergelegten Ergebnisse der Auswertung mit Hilfe des Line-Tests, 
die nur in der Zeitdauer differieren, 
umzurechnen. 

Ans der Abbildung geht weiter her- 
vor, daB ein Fünftagetest fur die Aus- 
wertung genügt (Abb. 33). 

Modifikationoii der Méthode 

Modifikation dos ,,line tost“ wurd(‘n 
von Russell 33), Koch-Ragins 34), 

Knudson-Mooro 35) und Kossa ange- 
g('])en. Russcdl verwondet 23- -24 Tage 
alto Ratton, die die Kost 2965 erlialton. 

Dauor dor Vorjieriodo 20 — 22 Tage. (îe- 
wicht zu B('ginn dor Versuchsperiode 
60— 70 g. Dauor d(‘rVorsuchsporiode 5 oder 
10 Tag('. R)— 14 Tion^ fiir jedo zu prü- 
fondo Dosis. Die Tioro iniisson irn Fünf- 

tagevorsuch 4 — 6 g zunohmen. Als Einheit wird diojt'nigo Menge bezeichnet, 
in 10 Tagen die Heilung 1 -f- hervorruft. Die Heilungsskala ist folgondo: 


Keino Voi’kalkung in der Metaphyse 

Dünne durchbrochene Verkalkungslinie .... H 

Diinne fort lauf onde Linie 1 

l^ittloro V('rkalkungslini(' + + 

Broito Verkalkungslinie oder epiphysâres Kalkband + i + 
Sehr breites epiphysâres Kalkband oder vollkom- 

rnene Heilung + + i i 


33) Russell, J. of biol. Chem. 85, 293 (1929); 93, 699 (1931). 

34) Koch-Ragins, J. of biol. Chem. 85, 141 (1929). 

35) Knudson-Mooro, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 78 (1928); 81 (1929). 



Abb. 33. Beziehung zwischen Ver- 
suchsdauer und Hc'ildosis im Line- 
Test. (Nach Bill s.) 



Abb. 32. Kurve zur Umrechnimg der 
Heilung auf die 2 i -Dosis. (Nach Bill s.) 
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Koch und R a gin s verwenden Ratten im Alter von 22 Tagen, die sic vor 
Beginn des Versuchs auf der ,,stock“-Diàt halten, bis sic 45 — 50 g schwer sind. 
Rachitogene Diât 3143. Beginn des Versiichs am 15. Tage. Dauer des Versuchs 

10 Tage. Auswertung nach 
dern Schéma 2 +♦ besser als 
2 + , schlechter als 2 H- . K n u d - 
son und Moore kontrollieren 
den Grad der Rachitis und den 
Heilungsgrad durch Rontgcn- 
auf nal unen . V o n K o s s a un - 
tersucht die Kalkeinlagerung 
histologisch. 

2. Der Line-Test nach 
Coward 36)* 





Entsprechend dem Vor- 
^ gehen von Steenbock und 
Black verwendet Coward 
S für den Line-Test 50 — -60 g 
^ schwero Ratten, die mit der 
Q Steenbock-Kost 2965gefLit- 
X tert werden, bis sie rachitisch 
§ sind (etwa 4 — 5 Wochen). Man 
5, hiilt sie wtihrend dieser Zeit 
wurfweise. Mit Beginn der 
% Versuchsperiode werden die 
H Würfe in Gruppen eingeteilt 
g (Einzelkafigo)und jede Gruppe 
^ mm 10 Tage lang mit einer 
g l)estimmten Dosis der zu prü - 
3 fenden Substanz bohandelt. 
^ Wahr(‘nd der Vc'rsuchsperiode 
mu f3 die Futteraufnahme über- 
.2 wacht werden, da sel}>st eine 
PQ Hung('rpause von nur 2 Tagen 
zur Spontanheilung der Rachi- 
^ tis führt. Die Tiere werden 
^ zweimal wôchentlich gewogen. 

<! Das Bcsondere der Co- 

wardschen Technik besteht 
in der Handhabung der Kon- 
trollen. Jeder Wurf wird in 
zwei Hâlften geteilt, von 
denen die einen steigende 
Dosen des zu untersuchen- 
den Pràparats erhalten, die 
anderen aber steigende Dosen 
des internationalen Stan- 
dard spraparat s fur Vitamin 
D. Beispiel: TabeJle 20. 


Sâmtliche Tiere werden nach lOtàgigem Versuch getôtet. Prâparation, 
Fixieriing und Impragnierung dt^r Knochen gesehieht wie unter 1. angegeben. 


36) Coward, Quart. J. Pharmacol. 2, 44 (1929); Biochemic. J. 22, 1221 
(1928); 27, 451 (1933); Quart. J. Pharmacol. 1, 27 (1928). 
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Tabelle 26 


Rat 1 

Dose 

1 

0,00025 

g. Cod Liver Oil 

2 

0,0005 

g- 

,3 

0,001 

g. „ 

4 

0,0025 

g. ,, 

5 

0,005 

g- „ 

6 

0,00001 

mg. ïrradiated Ergosterol 

7 

0,000025 

ung. 

S 

0,00005 

lUg. 

9 

0,0001 

mg. 


Aiiswertung: Bei schwerer Rachitis ist bei don unbchandelten, negativen 
Kontrolltieren die ganze Metaphyse durch Silber iirigefàrbt. Die Metai)hyse 
ist linge wdhnlioh breit. Die Verkalkiing beginnt mit einem dünnen Streifen 
in der Metaphyse und sciireitet stetig fort bis ziir Dosis, die vollkommene 
Heilung verursaeht hat (obéré Reilie der Abbildung). War dagegen die erzeiigte 
Rachitis inilde, so beginnt die Heilung vom langen Knochen aus gegen die 
Epiphyse zu (iintere Reihe der Abbildung 34). 

Die Auswertiing im einzelnen erfolgt zunàehst durch Vergleich der mit 
dem Standardpràparat erhaltenen Bilder mit denen des unbekannten Prà- 
parats. Dabei sucht man die Dosen der beiden Substanzen auf, die etwa den- 
selben Heilungsgrad iTgeben haben. Also z. B. 

0,00001 mg des Standardergosterins waren in der Wirkurig gleicli 0,001 g Lebertran 
0,000025 ,, „ ,, „ „ „ ,, ,, 0,0025 g 

0,00005 „ „ „ „ „ „ „ ,, 0,005 g 

Da eine internationale Einheit Vitamin D in 0,0001 mg des Standards 
enthalten ist, ergibt sich, daB 10 mg des Trans einer Einheit entspreehen. Der 
Tran bi'sitzt also eine Wirksarnkeit von 100 E. pro Gramm. 

Zur Orientieriing sei ang(‘führt, daB die in vorstelaaider Abbildung wieder- 
geg('b<'ne obca’e l^il(k*rreih(‘ von Tieren stamrnt, die 10 Tage lang mit dem Standard 
l)ehandelt wurdcai, und zwar (‘rhielten sie: 0,0; 0,0()0()1; 0,00002, 0,00005 und 
0,0001 mg des Standardergostf'rins. Weiter sei eine Tabelle gebracht, aus der die 
wahrend der Versuchszeit erzielten Gewiehtszunahmen der Tiere luavorgehen. 


Tabelle 27 



Weight at beginning 

Weight at beginning 

Weight at end of 

Rat 

of preparatory 

of test period, 

test period, 


period, 1.4. 27 

29. 4. 27 

9. 5. 27 

1 

51 g. 

69 g. 

76 g. 

2 

54 ,, 

86 „ 

93 „ 

3 

56 „ 

88 „ 

100 „ 

4 

58 „ 

87 „ 

97 „ 

5 

60 „ 

91 „ 

98 „ 

0 

63 „ 

99 „ 

109 „ 

7 

62 ,, 

94 „ 

i 102 „ 

8 

57 „ 

83 „ 

89 „ 

9 

61 „ 

92 „ j 

! 102 „ 


B O m s k O V , Vitaminforschung 7 
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3. Der Line-Test naeh Dyer37a). 

Der Line-Test von Dyer ist insofern wichtig, als Dyer ziim erstenmal 
die Ergebnisse des Line-Test nicht mit +- oder — Zeichen ausdrückt, sondern 
eine Standardskala aufstellt, die 6 verschiedene Heilungsgrade enthàlt. Der 
Vorteil liegt darin, dafî bei einem Vergleich der gefundenen Heilung mit der 
Skala der Heilwert direkt abgelesen werden kann. 

Jimge Ratten einer Standardzucht (s. oben) w(‘rdon mit einem Gewicht von 
50 — 60 g ausschlieûlich mit einer Kost von 76% Mais, 20% Klebermehl, 3% 
Calciumcarbonat und 1% Kochsalz ernàhrt. Der Ca : P- Quotient betragt 4:1. 
Die Tiere bleiben 3 — 3,5 Woclien auf dt‘r Kost. Sie erreichen dann ein Gewicht 
von etwa 73 g. Nacli Bc'endigung der Vorperiode werden die einzi'lnen Würfe (zu 
je 7 Tieren) aufgeteilt. Mi'hrtM-r Ti('î-(' l'ines jed(‘n Wurfs erhalten dieselbe Dosis 
eines Standardpraparats, W(‘it(‘n‘ 'l'i('r(‘ ans allen Wiirhai erhalten dieselbe Menge 


A .A 

W V w 



V • 



^ A A 


^ 1 w 

w w il 


Abb. 34 a. Standardskala zur Ermittlung des Heilungsgrades im Line-Test. 

(Nach Dyer.) 

Es entsprechen in der oberen Reihe von links nach redits die Abb. den Heilungs- 
graden 0, 1, 2, 3, 4, 5 und 6 (unten entsprechend). 


der zu untersuchenden Substanz. Die Behandlung daiun't 10 Tage. Nach dies€*r 
Zeit nehmen die Tiere bis auf 81 g im Durchschnitt zu. Für die Bevirteilung des 
Versuchs wichtig ist, daÛ ans Jedern Wurf ein Tier unbehand('lt bleibt und als 
négative Kontrolb? dient. Nach Ablauf der lOtagigen Versuchsperiode werden 
die Tiere getotet und seziert. Die distalen Enden d(T Radii und Ulnae werden von 
anhaftendf'm Gewebe befreit und in 4%igem Formaldehyd geklart. Nach 24 bis 
48 Stunden werden die Knochenstückiî mit dcistilliertern Wasser gewasclK'ii und 
mit einem scharfem Skalpell lângsgeteilt. Die Einzelstücke werden nun in l,5%igem 
Silbemitrat mit der Schnittflâche nach oben 3 Minuten behandelt. Man wascht 
mit destilliertem Wasser und belichtet mit <lem Licht einer ,,Tageslichtlampe“ 
20 — 40 Sekunden, bis die verkalkten Teile anfangen zu dunkeln. Die Einzel- 
stücke werden nun in d(;r Reihenfolge der Dosierung mit Leirn oder Kitt auf eine 
weiÛe TTnterlage geklebt und in sechsfacher Vergrofierung photographiert. (Licht- 
quelle Kohlebogen, dessen Licht durch ein Orangefilter und Kühler mit 0,1% 
Kaliumbi chromât gefiltert wird. Vermeidung der rot-gelben Strahlen und der 
durch Blut hervorgerufenen Verdunkehmgen.) 

Die erhaltenen Photographie!! werden mit der Standardskala verglichen, 
wobei moglichst mehrere Personen unabhàngig den Grad der Heilung für die 
verschiedenen Gruppen feststellen. Die Standardskala umfaBt die in Abb. 34 a 
dargestellten Heilungsgrade. 


37a) Dyer, Quart. J. Pharmacy a. Pharmacol. 1931, 503. 
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Die Beurteilung des ganzen Heilungsverlaufs erfolgt aus dem Skalenwert 
der iinbehandelten negativen Kontrolle des Wurfs. Zeigte das Tier eine nur 
màBige Rachitis mit einem Skalenwert von über 1,5, werden die gefundenen 
Werte nach der Kiirve 3 der Abbildung 34 b ausgewertet. War die Rachitis des 
unbehandelten Tieres schwer und zeigte der Skalenwert unter 1,5 Skalenteile 
an, erfolgt die Answertung nach Kurve 2 der Abbildung. Bcûspiele gehen aus 
folgender Tabelle hervor (Beispiel für leichte Rachitis) : 


Sarnple X Margarine. Example 1 





Healing assessod by- 

_ 

Aver- 

Aver- 

Littor 

Rat 

Dose 






age for 

ages for 




KHC. 

KMK. 

BM. 

GKE. 

FJD. 

Rat 

Dose 

694 

4096 

No dose 

4 

4 

4 

3 

3 

3,2 



4097 

No dose 

1,5 

2 

2 

1,5 

2 

1,8 


695 

4102 

No dose 

5 

5 

4,5 

5 

4,5 

4,8 

2,8 


4103 

No dose 

1,5 

2 

2,5 

1,5 

2,5 

2,0 


H 269 

1706 

No dose 

2 

2 

2 

2 

2 

2 



1707 

No dose 

2,5 

3 

3 

3 

3 

2,9 


694 

4098 

0,5 g. X 

4 

4,5 

4,5 

4 

4 

4,2 



4099 

0,5 g. X 

5,5 

5,5 

5,5 

5,5 

5 

5,4 ! 


695 

4104 

1 0,5 g. X 

5,5 

5,5 

5 

5 

5 

5,3 i 

4,7 


4105 

0,5 g. X 

3,5 

4,0 

4,0 

4,0 

3,5 

3,8 

H 269 

1708 

0,5 g. X 

! 4,5 

5 

i 

5 

1 5 

î 5 

4,9 


i 

1709 i 

; 0,5 g. X 

4 

! ^ 

5 

1 " 

4,5 

4,7 


694 

4100 

0,5 unit vit. D 

1 5,5 

5,5 

5,5 • 

5,5 

5 

1 

1 5,4 ! 


1 

4101 

t 0,5 unit vit. D | 

5,5 

5,5 

5,5 j 

5 

5 

5,3 1 


695 

4106 

0,5 unit vit. D 

1 4,5 1 

5 

5 

4,5 

4,5 

1 4,7 

5,1 


4107 

0,5 unit vit, D 

i 3,5 

4,0 ! 

4,0 

3,5 

3,5 

3,7 ; 

H 269 

1710 

0,5 \init vit. D 

1 0 

0 1 

6 1 

6 

6 

5 



1711 

0,5 unit vit. D | 

5,5 1 

5,5 

5,5 i 

5,5 i 

5,5 

5,5 



Die erhaltcnen Mittelwerte geben nach der Kurve 3 ausgewertet für den 
Skalenteil 4,7 (zu untersuchende Substanz) bzw. 5,1 (Standard) die Werte 0,31 
und 0,525. Die Heilung für diesen Rattenwurf betràgt also verglichen mit 
0,5 E. Vitamin 1) für 0,5 g der unbekannten Substanz 0,31 : 0,525. Daher ist: 

0,5 V der unbekannten Substanz X 0,31 
^ 0,590. 

0,5 E. Vitamin D 0,525 

0,5 g der unbekannten Substanz enthalten also 0,590 mal 0,5 internatio- 
nale E. Vitamin D. 1 g der Substanz besitzt also eine Wirksamkeit von 0,59 i. E. 

Die Stand ardkurve, die bei Benutzung der Méthode natürlich mit ent- 
sprechend groBem Tiermaterial neu aiifgestellt werden mu B, da sie sich mit 
der Tierrasse, mit der Ernahrung usw. selbstverstàndlich andert, ist in 
Abb. 34 b auf S. 100 angegeben. 

4. Der Line-Test nach Key und Morgan 38). 

Key und Morgan übernehmen die Bezeichnungen der Skala nach Dyer 
(1. c. 37 a). Jimge Ratten erhalten 3 — 3,5 Wochen lang eine rachitogene Diàt 

38) Koy c. s., Biochemic. J. 26, 196 (1932). 
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iind werden dami t'ntsprecheiid 10 Tage lang mit dem zu untersucbenden Prâ- 
parat behaiidelt. Aiisfiihrung des Line-Tests wie oben. Die einzelnen Würfe 
werden versehieden gewertet, und zwar nnterseheidet man nach dem Zustand 
des unbehandelten Kontrolltieres zwischen leiehter, rnittlerer und sehwcu'er 
Raehitis. Für die Auswertung einer Snbstanz b(‘notigt man etwa 5 Würfe. 

Ein Tier eines jc'den 
Wurfos dient als néga- 
tive Kontrollc und 
bld ht unbeli an d elt . 
Naeh Ablesung der 
Line - Test - Ergebnisse 
nach d(‘r D y e r sch en 
8kala erfolgt die Er- 
mittlung der Wirksam- 
keit an H and von Kur- 
ven für die versehiede- 
nen Raebitisgruppcai. 
Dabei geht man von 

Abb. 341). Staiidarükurwn zur Ennittlviiig dor D -Wirk- Oem /ustand des un- 
sainkeit au.s (U'ii Skaloiwerten. (Nach Dyer.) behandelten negativen 

(Vitaniin D in internatioiialcn Jhnhdten -- Al)szisse, an KüntroJlti(‘res ans. 

(1er Ordinate die Skalenwerte nacli Dyer.) Zeigt das Kontroll- 

tier in eineni Versueh 



naeh der Skala eimai Wert grëBer als 3, so hat man es mit einer leichten 
Raehitis zu tun, und di(‘ bei den Versuehstieren ai^gelt'scau'n Skalenwerte 

werden an d(‘r Kurve für leiehto 
Raehitis ausgewtndet. Ein Ab- 
lesungswert der lU'gativen Kon- 
trolle von 1 — 3 Skalenteikni be- 
deutet niittlere Raehitis, ein 
scjleher von unt(‘r 1 Skalenteil 
sehwere Raehitis. 

Tabellen 28 und 20 zeigen ein 
Units of vitûmin D Versuelisbeispkd. Darans geht 

Abb. 35. Die Beziehung zwisch(‘n der v<‘r- aueh die Verteilimg der Tiere eines 
aV)reicht(‘n Vitaniin D-Menge und dtnn H(m- Wurfs luTVor. Die Versuehe sind 



lungsgrad irn Line-Tc'.st (Dy er - (irade) b(‘i 
Ratten mit niilder Raciiitis. 

Die Kurve di('nt zur Ablesung der Vitamin 
D-Wirkung in intern. E. ans déni Hcülungs- 
gra( 1 . ( Nacii K e y . ) 


mit steigenden Dosen eines b(î- 
kannten Pràparats angestellt. Wie 
ersiehtlidi, zerfalkm die Ergeb- 
nisse in zwei Teile, da ein Teil 
der Tiere sehwere Raehitis ent- 


wiekelte, ein anderer aber nicht. Die ('rrnittelten Skalenwerte lür die Jei(^htc 


Raehitisgruppe werden nach Abb. 35 hereehnet. 


Beispiel für die Bereehnung der Werte bei leiehter Raehitis 
Angenomnien, d(‘r Mitt('lw(*rt für die nnlxdiandelte Kontrollc in 3 Würkni soi 
nach der Line- Skala von Dy(‘r 2,8. Die Tiere ans 3 Würfen, die 10 Tag(‘ lang je 
0,5 g d(;r zu untersuchenden 8u})stanz pro dic^ erhielten, zeigen einon Mittelwert 
von 4,5 Skaleribnhni, und die Tiere, die je 0,5 E. Vitarnin D erhielten, einen solchen 
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Tabelle 28 


Litter 

Average value for degree of healing shown b y 
rats receiving daily doses of vitamin D 

No dose 0,25 unit | 0,5 unit 1 unit 2 imits 



“Slight 

” rickots 

group. 


563 

4 

6 

5,75 

6 

6 

573 

4,5 

6 

6 

6 

6 

653 

4 

3 

3,5 

4,75 

6 

688 

3 

5,5 

5,5 

5 

6 

Avc'rago 

3,9 

r.,1 

5,2 

i 5,4 

6,0 



“Sevore 

” rickots 

group. 


583 

0 

3,2r) 

4 

6 

6 

589 

0 

3 

5 

4 

4,75 

620 

0,5 

4,5 

5 

5 

6 

622 

0 

4,5 

4,25 

5,5 

6 

644 

0 

5,5 

4 

4,25 

6 

700 

0 

2 

4 

5 

5 

Avorago 

0,08 

j 3,8 

1 4.4 

5,0 

5,6 


von 5,1 Toilc'ii. Da wir os mit oirior loichton Haclntisform zii tiin lialx^n, (‘rfol^t dio 
Boroohming nach obigor Kurvo: 


Vitamin D- Gobait in 0,5 g dor Substanz 
0,5 E. Vitamin D 


0,31 

0,525 


0,59 E. pro Gramm Substanz. 


Di(‘ VVorto d(‘S Quoticniton 
orgeben sich ans der Skala, in- 
d('m man an dor Ordinato die 
(‘rmittolt(‘n Hoilnngsgrado 
aiifsncht iind die Wirkiing 
dazu an dor Abszisso al)liost. 

Die Bcreehniing der 
Wertc boi .scliworor Rachi- 
tis erfolgt nach nebon- 
stohcndcrKurve, Die bcidcn 
Kurvon D und C wurden 
ans zwei v(‘rschicdcnen Ver- 
su (*hen gewonnen. Die 
Kurve von Dyer ini Vcr- 
gleich dazu. 



Abb. 36. (Vgl. Abb. 35.) Diosolbon Vorbaltnisso boi 
schworor Rachitis. 


Bcispiel für sehwere Rachitis 

Dor Wort für die nogative Kontrollo soi nach Dyor 0,8. 

Dor Wort rnudi Bohandlung mit 5 mg Ôl pro dio soi 3,8. 

Dor Wort für 0,5 E. D soi 4,55. 

Dio Bor(>chnung d(‘r Wirksarnkoit orfoigt ans don droi Kurvon wio ob('n; 


D in 5 mg Ôl _ 0,28 
0,5 E. D “ 0,54 


0,52 E. D pro Gramm (Un* Substanz. 


Die? Auswortung nach don andoron Kurvon orgibt ontsprocliond : 0,49 bzw. 
0,52 E. pro Gramm. Dio IJnterschiedo boi Bonutzung dor verschiedonon Kurvon 
sind also nicht orhoblich. 
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Tabelle 29 


Average value for degree of hoaling shown by rats receiving daily doses 


Litter 

No dose 

0,0626 

unit 

0,126 

unit 

of vitar 
0,26 
imit 

nin D 

0,6 

unit 

1 

unit 

umts 

4 

units 

726 

0,5 

0 

4,0 

4,7 

4,7 

6,0 

1 

6,0 

6,0 

741 

0,5*) 

2,8 

2,3 

4,3 

3,6 1 

3,5 

4,3 

6,0 

737 

0 

1,2 

1,2 

4,2 

4,2 

4,8 

6,0 

5,5*) 

819 

0,6*) 

0,7 1 

1,8 

1,8 

2,5 

4,2 

4,8 

5,2 

833 

0 

0,7 

1,0 

2,2 

3,8 

4,3 

5,2 

6,0 

818 

0,2 

0.8 

1,3 

1,7 

3,2 

4,5 

3,2 

4,8 

Average 

0,30 

1,0 

1,9 

3,15 1 

3,65 1 

4,4 

i 4^ 1 

5,6 


Ràumen in 
McCollumschen 


Um die Ablesung zu erleich- 
tern, haben die Aiitoren weiter die 
nebenstehende Kurve angegeben, 
naeh der aile Grade von Rachitis 
ausgewertct werdcn kônnen. Dabei 
bedeuten die Kurven nach der 
Reihenfolge 1, 2 und 3 leichte, 
niittlere und schwere Rachitis. 

5. Der Test von Heubner 
und Frerichs 39). 

Heubner und Frerichs ver- 
wenden einen modifiziertcn Line- 
Test. JungeRatten, 4Wochen ait, 
werden mit einem Gewicht von 
35 — 55 g in den Versuch genoni- 
men. Sie werden in verdiinkelten 
Glaskàfigen mit Torfstreii bei 18 — 20^ gehalten und mit der 
Diàt 3143 oder der Kost von Steenbock 2965 ernàhrt. 



Abb. 37. Auswertimg der Vitaniin D-Ein- 
heiten aus den Heilungsgraden bei leichter (I), 
mittlerer (II) und schwerer (III) Rachitis. 
(Nach Kay.) 


Mindestens 10 Kon troll tiere erhalten die- 



Abb. 38. Links keine Rachitis, in der 
Mitte Rachitis I — II, rochts Rachitis 
II— III. (Nach Heubner.) 


selbe Kost. 

Bei eingetretener Rachitis werden 
die Tiere 14 Tage lang behandelt, und 
zwar erhalten sie mit eincr Pipette in 
Mcngen von 0,1 ccni einer ôligeriLosung 
die zu prüfende Substanz. Bei der Be- 
wertung des Versuchs scheidet unter den 
11 Tieren, die für eine Dosis angesetzt 
werden, jeweils das Ticr aus, das wàh- 
rend des Versuchs am stàrksten an Ge- 
wicht zunahm. Selbstverstândlich sind 
auch die Tiere unhrauchbar, die wàhrend 
dieser Zeit Gewicht verloren. 


Am 14. Tag(' die Th’re g(îtôtet, das proximale Ende d('r Tibia lieraus- 

prâpariert und durch einen Lângsschnitt in dcîr Mitte in moglichst zw(‘i gleichwertige 

*) Average of values from 2 rats. 

39) Heubner -Frerichs, Arch. f. expt^r. Path. 165, 561 (1932). 
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Telle zerlegt. Diese werden in einem dunklen Raum % Stunde lang mit einer 
Losung von 1% Sillxîrnitrat behandelt, darauf mit einer 2%igen (daubersalz- 
lôsung gewaschen und mit einer Quarzlampe belichtet (etwa 3 — 4 Minuten), bis 
eine deutliche Schwiirzung zn erkennen ist. 

Die Betrachtung erfolgt unter 16 fâcher VergrôBerung. Abb. 38 zeigt ein Bcdspiel. 

Diejenigen Versuche, in denen die Kontrolltiere keine oder nur eine leichte 
Rachitis zeigen, werden verworfen. Mindestens 8 Kontrolltiere müssen rachi- 
tisch sein. Die Auswer- 


tung erfolgt an Hand von 
Diagrammen. Abb. 39 
zeigt ein Beispiel. 

Die Ergebnisse wer- 
den nach dem Grad der 
Rachitis mit gut, stark, 
sehr gnt bezeichnet. In 




den Diagrammen ent- 
spricht etwa die Hohe der 
Saule der Breite des Epi- 
physenknorpels. Da diese 
au ch bei gcsunden Tieren 
etwas variiert, sind unter- 
halb der Normallinie die 


des a/ts/ch norme /en 
fyip/tysenspe/fes 



Honfro/ffiere 


i/ersuchsfiere 


besonders schmalenKnor- 


pelbreiten durch die halbe 
Hôhe des Nortnalen ge- 
zeichnet. 

Man zeichnet für den 
Kontrollversucli und für 
den Auswertungsversuch 
ein Diagramm, in dem die 



Rachitisgrade 0, 1, 2 und 
3 auf der Ordinate liegen. 
Die Bcurteilung erfolgt 
durch Zahlen, z. B. be- 
deutet 2,5, daB von 10 
Tieren 5 eine sehr starke 
und 5 eine starke Rachi- 



tis au fwiesen, oder es kann Abb. 39. Obère Abb. : Beispiel für ,,ausreichenden 

auch bedeuten, daBOcine Schutz“, Kontrolltienî 3,0, Versuchstiere 0,1. 

sehr starke, 3 eine starke Zweite Abb. von oben: Beispiel für restlosen Schutz, 
und 1 eine gutc Rachitis Kontrolltiere 2,7, Versuchstiere 0. 

hatten. 0,8 bedeutet don Dritte Abb. von oben: Beispiel für unziireichenden 
geringsten zulâssigcn Ra- Kontrolltioro 2,2, Vei«uch.sti.!re 0,9. 

chitisgrad der Kontrollen unbrauehbaron Versuch, 

T-i- X 5 Kontrolltiere ohne Rachitis (1,0), Versuchstiere 0,8. 
(7io Tiero gute Rachitis), Houbner.) 

0,6 bezeichnet den hoch- 

sten zulàssigen Rachitisgrad der Versuchstiere (2 Tiere sehr starke Rachitis). 
0,6 bedeutet auch eine Rachitis von Grad 1 bei 6 Tieren oder eine solche von 
Grad 3 bei 2 von 10 Tieren. 
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Eine Zabi unter 0,3 entspricht eiiiem aiisreichenden Rachitisschiitz iind 
eine hôhere Zahl einem nicht mehr ausreichenden Schutz. 

Vollkommen normal gefütterte jungo Ration, die Milch, Brot, Mais und Rüben 
SQwie Fleisch erhiolten, sclK'inen docli nnt('r einem gewissc'ii Mangel an Vitamin 
D zu leiden, da sie breitere Epiphysenknor{3('l aufwt'isen als solclie, die antirachi- 
tisch, aber imter Zulage des D-Vitamins gehalten wiirden. 

6. Dcr Lino-Tost nach Morgan 40). 

Die Modifikation des Line-Tests nach Morgan beruht auf dcr Messung der ver- 
kalkten Zone vor der Mattscheibe bei starkerVergroBerung mit einem Planimeter. 

Jungo Ration werden im Alter von 23 Tagen von der Miitter entfernt und er- 
halt('n weittT 1 Woche lang, bevor sic in don Versuch kommen, die Zuchtdiat. Sie 



Abb. Fig. 1 : Die Heilung nach kleiium Vitamin D-Dos('n b(*i Ratti'ii mit schwerer 
Rachitis. Fig. 2: H('ilung nach maBiger Dosis. Fig. 3: Heilung bei Tieren des- 
selben Wurfs die E. Vitamin D erhielti'U. 01)gleich Ratttî 999 eine viel schweriTo 
Rachitis aufwies, ist die gemessene Heilung bei beiden Tieren fast gleich. 

(Nach Morgan.) 

besteht aus: Weizen und Mais unter Zugabe von 10% Magcrmilchpulver, 5% Hefe, 
2% Palmol (rot). 10 ccui frischt'r Milch pro die, 2,3 E. D-Vitamin taglieh und 10 g 
Kohl pro Woche und l ier. Eine Woche* nach dc'r (leburt wird die Milchzulagc und 
die Vitamin D-Zulage abgesetzt. Mit dem 30. Tag werd(*n die^ Tiere 3 — 4 Wochen 
lang ausschlicBlich mit der rachitogenen Diât 2965 nach Steenbock ernahrt. 

Dann t'ihalten sie 10 Tage die zu untersuche'nde Substanz. Am 10. Tage weîrden 
sie g(*t6tet. Die* distalem Endeai von Raelii une! Ulnae werde'ii praparie*rt une! übcîr 
Nacht in Fornialin gele;gt. Man zerteilt elie Knocheen unel behandedt die beiden 
Hàlftem mit Silbe;rnitrat. Die geschwârzte*n Stücke le^gt man in eine kleine Schale 
und bedeckt sieî mit Wasser. Dann veîrgroBe*rt man mit eine'm ge'wohnliehem Photo- 
apparat unel miBt auf eler Mattscheibe bei 11 fâcher VergrôBerimg die gevschwarztem 
Flâchem mit einem Planimeter aus. 

Abb. 40 zeigt ein Beispiel. 

Es ergibt sich daraus, daB bei schwerer Rachitis der neueingelagerte Kalk 
eine scharf umrissene, leicht ausmeBbare Unie ist. War die anfàngliche 


40) Morgan c. s., Biochemic. J. 26, 1144 (1932). 
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Rachitis weniger schwer, so ist der gcschwârzte Bezirk nieht scharf. Man 
mil B dann eine Zone mit scharfer Begrenziing messen iind wdter eine solche 
mit verstreiiter Verkalkimg. Von dieser Zone nimrnt man zur Auswertimg 
die Hâlfte. Man miBt stets die verkalkte Zone von Radii und Ulnae und drückt 
den Wert bei 11 fâcher VergroBerung in Quadratmillirneter ans. 

War die Zone mit starker Verkalkimg 127 (jmm und die Zone mit ver- 
streiiter Verkalkimg 121 qmrn, so ergiht sich für die gesamte Verkalkimg ein 

Wert 127 + — 187 qmm. 

Ein Answertimgsbeispiel geht ans folgender Tabelle hervor: 


Tabelle 30. Assay of a saniple of vitamin D concentrate 





Area of new 



Area of lU'w 

Litte r 

Rat 

Dose 

calcification 

Litter 

Rat 

cal(;ification 




mm.“ 



rnm.’ 

146 

1103 

Négative control 

0 

148 

1118 

0 


1110 

,, 

0 


1119 

0 


1102 

unit standard 

92 


1115 

115 


1112 

,, 

88 


— 

— 


1113 


103 



— 


1105 

V 2 unit standard 

198 


1116 

KiO 


1108 

1 unit standard 

243 


— 

— 


1101 

0,125 X 10 5 g. conc. 

119 


1117 

131 


1107 


99 


— 

— 


1111 

, , 

127 



— 


1 104 

0,25 X 10 -5 g. conc. 

159 


1114 

147 


1109 


167 



— 


1106 

0,5 < 10~5g. conc. 

167 





.Dabei sind an zwei Würfen von Ratten verschiedene Dosen eines Standard- 
praparats und solche eines imiiekaimten Konzentrats ausgewertet. 

Mit dem internationalen Standard ergaben sich folgende Werte: 


Tabelle 31 




Average healing 

No. of 

Dose of standard 

produced (mm.’ on 

rats 

préparation units 

11 X magnified 
drawing) 

44 

0,125 

72 

58 

0,25 

125 

43 

0,50 

185 

6 

1 ,00 

247 


Diirch ('iu(‘ groBe Anzahl Versiichc? konritc' festg{'st('llt werderi, daB die Dosis, 
di(> ehen sichtlian' Kalkeinlagorungen inaeht, otwa 0,056 E. botriigt. Weiter wiirde 
gefund(‘n, daB bei der Halbierung odtT Verdoppelung einer Dosis, di(' in Quadrat- 
millimeter g(>m6ssene H('ilung sich iim eine konstante CîrôBe v('rniind(a’t oder v(*r- 
inehrt. Diese Zalil betragt im Diirchschnitt 59 qmm. 

Die Auswertimg der gefimdenen Heihmg kann auf zwtderlei Weise ge- 
schehen. Die erste Méthode besteht darin, daB man mit Hilft^ der Verdopppe- 
lungskonstante von 59 qmm z. B. die in obiger Tabelle befindlichen Werte für 
den Standard und für die Unbekannte auf zwei Werte umrechnet, narnlich auf 
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0,5 E. des Standards und auf 0,25 X lO”"*'* g des Unbekannten. Das geschieht, 
indem man die Konstante 59 qmm entweder von dem aiisgemessenen Wert ab- 
zieht oder dazuaddiert. Man erhàlt dann von jedem Wurf die Mittelwerte der 
Heilung für beide Substanzen. 

Die Berechnung der Einheiten erfolgt nach der Gleichung: 

(yi-y2) = i96iog''i, 

wo Vj^ nnd Vg die Differenz der Heilung und Xj und Xg die Beziehung der Dosen 
sind. Danach ergibt sich für den Wurf Nr. 146 mit der Dosierung 0,25 • 10~^ g 

168,4 — 159,3 = 196 log . 

X 

X = 0,45 Einheiten. 

Der Wurf 148 ergibt mit derselben Dosis: 

168,5 — 167 = 196 log - . 

*0,5 

X = 0,508 Einheiten. 

Die Zahlenbeispiele sind folgender Tabelle entnommen: 


Tabelle 32 


Litter 

— ] 

Rat 

Healing produced by 

Y 2 ^it standard | 

Rati 

146 î 

1102 1 

92 + 59- 151 

1101 


1112 

88 + 59 = 147 

1107 


1113 

103 + 59 - 162 

1111 




1104 


1105 

= 198 

1109 


1108 

243—59=.^ 184 

1106 



Average — 168,4 


148 

1115 

115 + 59 - 174 

1117 


1116 

- 160 

1114 



AvtTage — 167 



Healing prodiiC€>d by 
0,25x10”^ g. concentrato 

119 + 59 ^ 178 
99 + 59 - 158 
127 + 59 - 18() 

- 159 

- 167 
167 — 59- 108 
Average — 159,3 
131 -h 59- 190 

- 147 

Average — 168,5 


Als Mittclwert ergibt sich (bei Berücksiehtigung der Zalil der Tiere in 
jedem Wurf) für die fraglicho Dosis 0,466 E. Die Umrechnung auf Einheiten 
pro Gramin erfolgt nach: 

0,466/(0,25 • 10~~'’) — 186000 E. pro Gramm. 

Die zweite Bereehnungsart ist anwendbar, wenn die Würfe gleich viole 
Tiere enthalten, wenn man also gleichviel Paare hat, die mit Standard und 
Unbekanntem behandelt wurden. Bei Weglassung der Batte 1104 in obiger 
Tabelle sind die Untersehiede in der Heilung für die zwci Dosen: 


Tabelle 33 
92—119 - —27 
88 — 99 - — 1 1 
103— 127 - —24 
198— 167 - 31 

243— 167 - 76 

174 _ 190 _io 

160—147 - 13 


Average 


6,0 
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Diese Differenz entspricht einem Verhàltnis von Standard zu Unbekanntem 
wie 1,073. Die unbekannte Substanz enthâlt also in 0,5 • 10--’ g 1/1,073 E. 
1 g hat 186000 E. 

7. Bemerkungen zum Line-Test. 

Beeinflussung dos Ergebnisses durch Farbo iind Qeschlecht: Farbo 
und Geschlecht der zur Verwondung kommondon Tiere haben entgog(^ri früheren 
Vermutunge^n auf don Lino-Test koinen EinfluO. Ebonso ist das Anfangsgewicht 
bei Verabreichung der Dosis gleichgültig. Jahroszeitlicho Abweichungen der Er- 
gebnisse sind dagegen nicht ausziischalten. (Nur b(*i Prüfiing gcîgen ein Standard- 
prâparat.) 

Einfluf3 der Gewichtszunahmo: Es mufî g(‘fordert werdon, daB aile Tiere 
wahrend des 10 tagigen Testversuchs etwa 5 g oder mohr an Gewicht zunohmen. 
Nicht godoihende Ratten zoigen Spontanheihing ! 


Verabreichung der zu prüfen- 
den Substanz: Die Verabreichung aller 
zu prüfenden Praparate hat mit der Sonde 
oder mit der Pipette zu orfolgon. Das 



Abb. 41. Norrnalratto von 41 Tagen. 
(Nach Schultz.) 


Abb. 42. Norrnalratto von fi 2 Tagen. 
(Nach Schultz.) 


Vormischon mit dem Futter (z. B. die Verabreichung einer Kost mit % % Tran) 
ist zu ungenau, da samtlicho Methoden zur Bestimmung der gefrossonon Futter- 
mengen bei der Ratte versagen. 

Fehlergrenzen : Bei Verwendung von 20 Ratten pro Dosis betragt die Fehler- 
grenze 10%, bei 10 Tieren etwa 17%. 

Fehlermoglichkeiten: Fehlermôglichkeiten sind gegeben bei der Dar- 
reichung ôligor Lôsungen mit der Pipette (.stets dieselbe Temporatur des Ôls, die- 
selbe AusfluBgeschwindigkeit, dieselbe Neigung der Pii^otte) und natürlich bei der 
Beurteilung der Hcâlungsgrade. Coward fand bei Ablesung derselben Porson zu 
verschiedenen Zeiten Differenzen von 0,25 Skalonteilen nach der Dyerschen Skala, 
Das sind etwa 5 % der verabreichten Dosis. 


b) Die kiirativon Rbntgenmethoden 
1. Der kurativc Rontgentest von Ottokarl Schultz 41). 

Vier Wochen alte Ratten im Gewicht von 30 — 50 g erhalten 12 — 14 Tage 
lang die Kost 3143. Die Tiere werden zu Beginn und Ende der Vor période 

41) Ottokarl Schultz, Z. Kinderheilk. 47, 472 (1929); Erg. Path. 28, 393 
(1934). 
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gerôntgt. Das Ergebnis muB eine +H — h+-I^achitis sein, d. h. eine Rachitis, 
bei der der Spalt der aufgehcllten Metaphyse (imverkaikter Anteil) nm 1,8 mm 
(in der alten Fassung mindestens 2,0 bis hochstens 2,5 mm) betrâgt. Man teilt 
die ïiere nach den allgemeinen Regeln in Gruppen aiif und verabreicht jeder 



Abb. 43. Kontrollratte von Abb. 44. 4- 4- 4 4 Rachitis. Abb. 45. ! 4 I I- Rachitis. 
41 Tagen. (Nach Schultz.) (Nach Schultz.) ^(Nach Schultz.) 


Gruppe eine bcstiinmte Dosis der zu prüfenden Substanz. Die Dauer der 
Versiichsperiode betriigt 6 Tage (nach der alten Fassung 21 Tage). Für jedc 

Dosis sind mindestens 
lOTiere (nach der alten 
Fassung 4) erforder- 
lich. Zu jeder Gruppe 
werdcn 4 Tiere au s 
den Würfen, die die 
Gruppe bilden, mit 
Standardergosterin als 
Kontrolle zugeteilt. 
Die Beurteilung der 
Heilung erfolgt ans 
dem Rdntgcnbild, das 
am Ende der Versuchs- 
periode angefertigt 
wird. Die Tiere sind 
Abl). 46. Zwei Ratten mit ! f 4 -f Rachitis. wàhrend der ganzen 

(Nach Schultz.) Versuchsdauer taglich 

zu wiegen. Ratten, die 

wàhrend der Vorperiode nicht g(*deihen, sind auszuschalten. Es wird für die 
Otàgige Versuchsperiode eine Gewichtszunahme von mindestens 3 g gefordert. 

Auswertung: 

Alte Fassung: Die Auswertung geschah nach der friihcîren Vorschrift aus der 
Weite des Epiphysenspalts nach der Fornu'l: x — r, — rg, in der r^ den Epiphysen- 
spalt des rachitischen und dtm de.s geheilten Tieres darstellt. Als positiv ist ein 
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Versuch anziisehen, der entweder bei allen 4 Tieren x grô(3er als 1,8 wordon lâOt, 
oder bei 3 Tiorcai zn einern x ülier 1 ,8 fülirt. Zweifelhaft ist die Bestirnmung, wenn 
X bei 2 Tieren kleiner als 1,8 ist. Negativ ist der Versuch, wenn bei 3 oder mehr 
Tieren x unter 1,8 liegt. 

Noue Fassung: Positiv oder antirachitischer Grenzwert ist die kleinste 
Menge eines Pràparats, die nach 6 Tagen bei + + ++-rachitischen Ratten 
einen Kalkniederschlag 
in der kalkfreien Meta- 
physc bewirkt und einc 
nur noch nicht mehr 
sicher meBbare Rand- 
spalte zurücklâBt. Be- 
dingung: gleiche Wir- 
kung des Standards. 

Beurteilung der 
Rôntgenaufnahmcn: 

Abb. 41 und 43 zcigcn 
Normaltierc irn Alter 
von 41 Tagen mit einern 
engen Metaphysenspalt 
von 0,2 mm. Abb. 42 
zeigt dieselben Tiere im 
Alter von 021^agen. Sie Abb. 47. Zwei Ratten mit -{ -| -i -i Rachitis. 

haben schon eine prak- (Nach Schultz.) 

tisch geschlossene Meta- 

physe mit einern Spalt unter 0,1 mm. Die versehiedenen MaBe des Epi- 
physenspalts gehen aus folgender Tabelle hervor. 

Es bedeutet ein Metaphysenspalt von 

0 — 0,4 mm -- — 

0,41 — 0,64 mm == ( + ) 

0,64—0,99 mm - + 

1.0 — 1,49 mm == + + 

1,5 —1,99 mm = -f + + 

2.0 — 2,5 mm — + -r + + 
liber 2,5 mm = + + + + +. 

Tiere mit -{-4' + + 4- -Rachitis sind für Testversuche unbrauchbar, da sie zu 
schwer geschâdigt sind. 

Die Technik der Rontgenaufnahme bei der Ratte 

Die für viele Zwecke angewandte Aufnahrnetechnik in leichter Narkose 
ist zwar von einer Reihe von Vorzügen begleitet, bringt aber zahlreiehe Todes- 
fàlle mit sich, so daB sie nicht zu empfehlen ist. 

Besser ist die Technik, die Ratte in einern Rahmen einzuspannen, um 
die Zuckungen auf ein Minimum zu beschrânken. Die Gefahr unscharfer Auf- 
nahmen durch kleine Zuckungen ist natürlich immer noch vorhanden. Deshalb 
empfiehlt es sich, mit hohen Milliampères zu arbeiten, um eine moglichst kleine 
Aufnahmezeit zu erzielen. 

Die Aufnahmen werden am bcston boi einern Abstand Fokus — Haut von 60 cm 
ausgefiihrt (20 — 30 Milliampère und 55 — 60 Kilovolt effektive Belastung in einer 




110 


Expositionszeit von ^/jo — V.o Sekunden). Die Anfnahmen müsson stets im gleichen 
Abstand und mit derselben Hàrte vorgeiiommeii werden, da eino Beixrteilung der 
Kalkablagerung durch mehr oder weniger hoho Durch- 
schlagskraft der Strahlen beeintrâchtigt wird. Ziir Beur- 
t(‘iliing kommt ausachlieBlich die TiV)iametaphyse. 

Ans Abb. 48 geht die Lage des Tieres wahrend der 
Aufnahmo hervor. 

Von groÛter Wichtigkeit ist die Lage der Extrcmi- 
tàten. Die Fibula mxiB stets seitlich von der Tibia 
liegen, weil sonst die knôcherne Epiphyse der Fibula 
auf die Hôhe der Tibiametaphyse kommt und da- 
durch eine Beurteihing unmoglich macht. Eine seit- 
liehe Lagerung der Fibula erreicht man durch Ein- 
wàrtsdrehen der FüBe nach erfolgter Ausspannung des 
Tmres (s. Abb. 49). 

Neuerdings wird vorgeschlagen, nur das redite Hinter- 
bein zu rôntgen und dabei anf die Einspannnng des Tieres 
zu verzichten. Schultz gibt folgende Technik: ,,Zur Auf- 
nahme wird die Batte zimachst lose in der linken Hand 
gehalten und bis zum }3eginn der Aufnahme ôfter an- 
gt'sprochen und gestreidielt. Erst kurz vor der Belichtung 
Abb. 48 Zweek- ^-i^'ht man das redite (oiler linke) Hinterbein mit der 

mâl3ig(‘s Rôntgen. Flantarf lâche nach oben gerade nach liinten, fixiert den 

Einwartsdrehen der ^'^chwanz zwischen 3. uml 4. Finger der linken Hand und 
Iâl3t sofort nach der Aufnahme das Tier wioder frei. Auf 
(Nach Schultz.) Haltung des Beines ist sorgfaltig zu achten, es soll 

damit die Fibula ans dem Aufnahmefdd der Tibia geriickt 
werden. 8eit Einführung der neuen Rôntgentechnik ist 
der beim früheren Aufspannverfahren stets beobachtete und als unvermeidlich ang(‘- 
sehenc Oewichtssturz nach der Aufnahme ausgeblieben. Nach einiger Einarbeitimg 

kaim man erreichen, dal3 jede Aufnahmo gelingt. Als 
. Aufnahmegerat hat sich d('r tragbare Miîtalixappa- 

rat sehr gut bewahrt. (Jkdichtimg bei offener Blende 
mit Fokus — Hautabstand 40 cm : 1,1 Sekunden, 
Zahnfilme 3x4.) Die Kcnnzeichnung der Filme 
geschieht durch Aufschreibim einer Nurnrner auf 
die ümhüllung, aber nach erfolgter Aufnahme, da 
''' ' Bleistift oder Kopierstift sich abzeichnet. Beim 

mm Entwick(‘ln und Fixieren benutzt man Rahmchen, 

"'mm beirn Trockm'ii Klammern mit den gleichen Num- 

Wm mern. Darauf wird der Film mit weiBer Tuscho 

H boschrieben."‘ 


Z week - 
Rôntgen. 


Einwartsdrehen der 
FüBe. 

(Nach Schultz.) 


H H Die Messung des Metaphysenspalts 

‘ Messung des Metaphysenspalts kann 

m\ mit eincm MillimetermeBinstrument vor der Matt- 
H \ scheibe geschehen. Besser ist aber folgende 
Méthode: 

Die Rôntgenaufnahme wird mittels eines 
Abb. 49. Richtige Lagiî des Projektionsapparates auf einen Schirrn geworfen. 

Tieres beim Rôntgen. Hier befindet sich ein MaBstab in einer Gleit- 

(Nach Schultz.) schiene, der zwei drehbare mit Zentimeterfdntei- 

lung v(îrsehene Zeiger tragt. Die gefundene Zahl 
d(‘r Z(‘ntimeter der Tibiametaphyse dividiert durch die VergrôBerungszahl ergibt 
die GrôBe d(î8 Metaphysenspalts (Abb. 50). 
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2. Der Rontgenheilungstest nach Bourdillon-Bruce-Wobster 42) 

3 — 4 Wochen alto Katten im Gewicht von 45 — 50 g erhalton 2 Wochen lang 
die rachitogene Kost von Steenbock. Sie werden nach Boendigimg dor Vorperiode 
gerôntgt. AnschlieOend erhalton die geoignoton Ti(^r(î 2 Wochen lang taglich die zn 
prüfendo Substanz bzw. ein Standardprâparat des Vitamins D. Nach AbschluB der 
Vorsiichsperiode wird ein zwoites Rôntgenbild angefertigt. Die Bewertung erfolgt 
durch Vcîrgleich b('id(^r Bilder. Di(î ^''ier(^ entstaminon am besten oiner Zucht, die 
aiif der oben von den Verfassorn angegebo- 
nen,,stock“-Diât gehalten wird. DieJungen 
werden nach 3,5 Wochen von der Mutter 
entfernt und (‘rhalten weiter die Znchtkost, 
bis si(i das vorgeschritîbene Gewicht er- 
reicht haben. Die Rôntgenanfnahme soll 
in Narkose crfolgen, doch halten wir die 
Schultzsche Technik für besser, da in 
der Narkoscî immerhin 2 % dta* Tiere ein- 
gehen. 

Aussuchen der für den Hei- 
lungstest geeigneten Tiere: Am 
Ende der Vorperiode kann man die 
rachitischen Tiere auf Grund des Rônt- 
genbefundes in 3 Gruppen teilen : 1. Tiere 
mit schwerer Rachitis, 2. Tiere mit leich- 
terRachitis imd 3. Tiere mit erst beginnender Verkalkungsstôrung (s.Abb. 51). 
Für den Testversuch konnen nur Tiere der ersten Gnippe Verwendung finden. 
Die zweite Gruppe sollte nur dann benutzt werden, wenn anderweitig nicht 




Abb. 51. Verschiedene Typen der unbehandelten Rachitis. 

Links: Genügende Rachitis. Mitte: Milde Rachitis, genügt nur für den Vergloich 
mit einer Standardlosiing. Rechts: Sehr milde Rachitis, für Testversuche im- 
brauchbar. (Nach Bourdillon.) 


genügend Tiei;e zur Verfügung stehen. Die dritte Gruppe ist für jeden Versuch 
unbrauchbar. Bei leichter Rachitis ist die Beurteilung der Heilung schwierig, 
zumal auch die Unterschiede bei Tieren derselben Gruppe weit grôBer sind 
als bei der Gruppe 1. 

42) Bourdillon c. s., London His Majcstys State Office 1931 “The quantitativ 
Estimation of Vitamin D by Radiography”. Biochernic. J. 26, 506, 522 (1932). 
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TabcUe 34 


Batte 

Dosis 

Ratte 

Dosis 

a 1 

1/7500 mg Standard 

d 

1/x mg zu untersuchendo Substanz 

b 

1 1/15 000 „ 

e 

l/2x „ „ 

c 

' 1/30000 „ 

f 

l/4x „ „ 
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2 Calcium dcposited scantily in a rather narrow lino 
the new t issue. 


Auftcihing der 
Tiere in Gruppen: 
Die Dosen werden der- 
art verteilt, daB die 
Hâlfte der Tiere eines 
jedeii Wiirfs das Stan- 
dardprâparat, die an- 
dere Hâlfte das zu prü- 
fende Prâparat erhâlt. 

Wenn man z. B. 
6 Rattcn hat, verteilt 
inan wie auf Tabelle 34 
angegeben. 

Dabei sind die 
Tiere a nnd d die bei- 
den schwersten des 
Wurfs und die Tiere c 
und f die leichtesten. 
Die grôBeren Dosen 
werden den kleineren 
Tieren gegeben. Aile 
Dosen werden in 0,2 
ccm Ol verabreicht. 
Die Beurteilung der 
Rontgenbilder nach 
Beendigung des Ver- 
suchs erfolgt an Hand 
einer Skala (Abb. 52). 

Die Boschreibuiig 
lautet : 

0 No trace of calcifica- 
tion. (Not r(‘prodii- 
ced in photograph.) 

1 Trace of calcification 
visible, but not suffi- 
oient to forrn a lino 
right across the new 
tissnc' . ( R( vprodiiktion 
lias (‘xaggcîratod the 
calcium in tins photo- 
graph.) 

nearly, or qiiito across 
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3 A broad band of lightly calcified tissue fillung up about half, or two thirds of the 
zone which had been uncalcified. 

4 As 3, but calcium doposit more dense. 

5 As 4, but density slightly increased and traces of commenccuiing organization 
visible, especially at the edges of the deposit, which become sharper and less 
irregular. 

6 Density and signs of organisation increased. Edges of new calcification well 
definod. 

7 As 6, but with characteristics increased. New calcified zone now well joined to 
the old bone. Very littlo uncalcified tissue left. 

8 Organization claerly marked, with signs of trabeculae visible, and sometimes 
some horizontal striations. 

9 Further development of 8. Zone of démarcation between old bone and healed 
rachitic tissue bocorning much less marked. 

10 Little unorganized left tissue. Démarcation zone nearly disappeared. Upper 
edge of new bone still obviously bhirred. 

11 Nearly healthy bone, but slight blurring at the top edge of new bone and som 
gap between it and epiphysis. 

12 Normal bone. Early healing shown by absence of perceptilile swelling. 

Die Auswertung geschieht nicht durch Bcstimmung der Heihmgsgrade 
für verschiedene Dosen, sondern um die Unterschiedc in der Empfindlichkeit 
der Tiere zu verschiedenen Zeiten môglichst auszuschalten, aus der Differenz 
zwischen dem Standard und der imbekannten Substanz. Die Skala ist an- 
nàhernd logarithmisch und die Veràndcrungcn der Skalenwerte bei einer be- 
stimmten Anderung der Dosis proportional der Verànderung im Logarithmus 
der Dosis. Verdoppelung oder Halbierimg der Dosis vermehrt oder vermindert 
den Skalengrad um konstant 2. 

Die Auswertung erfolgt durch Ermittlung der Skalenwerte der Standard- 
tiere und derjenigen für die unbekannte Substanz. Daraus wird der Mittel- 
wert bereehnet. Beispiel: 

Tabelle 35 


Dosis 

Skalenwert 
für Standard | 

Skalenwert 
für TJnb('kannt 

Differenz 

1 /7500 mg. 

8 

6,5 

—1,5 

1/15 000 „ 

6,5 

4,5 

—2 

1/30 000 „ 

3,5 

2 

— 1,5 

1/60 000 „ 

1 

1 

0 


Summe: — 5 
Mittel: —1,25 


Der Untcrschicd zwischen Standard und Unbekanntem betràgt also 
— 1,25 Skalenteile pro Battenpaar. Aus nachstehender Tabelle 30 ergibt si ch: 

— ] ,25 Skalenteile = Beziehung der Dosen wie 0,648 : 1 . 

Die unbekannte Lôsung hat also = Standard • 0,648 E. 

Man kann auch die Tabelle umgehen und die Werte aus der Gleichung 
Beziehung der Dosen = anti log. (Skalendifferenz • 0,1505) 
berechnen. 

Fehler kominen btû der Handhabung der Méthode vor. So z. B. durch unsym- 
mctrische Heilung. Die hauptsachlichsten Fehl(*rquellen liegen aber in der Ver- 
schiedenheit der Ansprechbarkeit der Tiere und zweitens in der Stellung der Dia- 
gnose des Heilungsstadiums. 

B O m s k O V , Vitaminforschung 8 
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Tabelle 36 


Heilungsdifferenz 
nach der Skala 
A— B 

1 

i Beziehung d. Dosen 
i A— B 

! 

Heilungsdifferenz 
nach der Skala 
A— B 

Beziehung d. Dosen 
A— B 

0,0 

1,0 

— 0,25 

0,917 

+ 0,25 

1,09 

-- 0,5 

0,841 

+ 0,5 

1,19 

— 0,75 

0,770 

+ 0,75 

1,30 

— 1,0 

0,707 

+ 1,0 

1,41 

— 1,25 

0,648 

+ 1,25 

1,54 

— 1,5 

0,594 

+ 1,5 

; 1,68 

-1,75 

0,545 

+ 1,75 

i 1,83 

— 2,0 

0,500 

-f 2,0 

2,0 

— 2,5 

0,420 

+ 2,5 

i 2,38 

— 3,0 

0,354 

+ 3,0 

2,83 

— 3,5 

0,297 

+ 3,5 

3,36 

— 4,0 

0,250 

-h 4,0 

4,0 

— 4,5 

0,210 

+ 4,5 

4,76 

— 5,0 

0,177 

"T 5,0 

5,66 

— 5,5 

0,149 

-h 5,5 

6,72 

— 6,0 

0,125 

+ 6,0 

! 8,0 

— 7,0 

0,0884 

+ 7,0 

11,3 

— 8,0 

0,0625 

+ 8,0 

16,0 

— 9,0 

0,0442 

+ 9,0 

22,6 




Nach der von den Verfassern durchgeführten Folilerrochmmg ist der wahrschein- 
liche Fehler der Méthode mit 20 Kattenpaaren etwa 8%. 

3. Der Rôntgenheilungstest nach van Everse und Niekerk43). 

Junge Ratten crhalteri die Kost 2965, bis sie schwere Rachitis zeigen. Diagnose 
durch Rôntgenbefund. Diaphysenspalt etwa 1,8 — 2 mm. Tiere, die den Anfor- 
derungen genügen, werden nach den schon wiederholt beschriebenen Regeln in 
Gruppcm eingeteilt und 14 Tagc? lang mit der zu prüfendon Substanz behandelt. 
Für jede Dosis nimmt man 10 — 15 Tiere. Die Rontgenaufnahme wird am 7., 10., 
und 14. Tage wiederholt. Der Rôntgenbefund am rachitischen Tier wird mit 0, 
die Heilungsvorgànge graduiert mit 1 — 7 bezcâchnet (7 =— vollkommene Verkalkung, 
Stadium 1 entspricht etwa einem positiven Line-Test). Der Gesamtversuch ist fin* 
eine bestimmte Dosis positiv, wenn 80% all(^r Tiere in 14 Tagen eine vollkommene 
Heilung zeigen. Nicht gewertet werden Tiere, die anGewicht abnehmen ( vgl. Abb. 53). 

4. Der Rôntgenheilungstest nach Poulsson und Lüvenskjold 44). 

Ratten aus einer Standardzucht (Kost: Brot, Mais, Milch 1 : 1 mit Wasser ver- 
dünnt, ad lib. dazu zweimal wôchentlich Gemüse, Karotten und gekochtes Fleisch) 
werden im AI ter von 24 Tagen von der Mut ter entfernt und mit einem Gewicht von 
45 — 50 g auf die S teenboekkost 2965 gesetzt. Nach 25 Tagen wiegt man sie und 
rôntgt ein Kniegelenk. Die versuchsreifen Tiere wc^rden zu vieren in Kafige gesc^tzt, 
die Sâgemehl enthalten, und 6 Tage lang mit der zu untersuchenden 8ubstanz be- 
handelt (bei Lebertran etwa 3 mg pro die). Nach Ablauf dieser Zeit werden die Ratten 
emeut gewogen und gerôntgt. Tiere, die wâhrend der Versuchsperiode nicht ge- 
diehen, scheiden bei der Bewertung aus. 

Durch Vergleich der Rôntgenbilder rachitischer Ratten vor und nach der 
Behandlung kann ein Schluû auf die Wirksamkeit der verabreichten Substanzen 
gezogen werden. 

43) van Everse c. s., Neederl. Tijdskr. Gcaieesk. 75, 1101 (1931). 

44) Poulsson c. s., Biochemic. J. 22, 134 (1928). 
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Die Aiiswertimg der ersten Rontgenbilder erfolgt dur ch +-Zeichen. Dabei 
bedeutet + + + + cinen Metaphysenapalt von 4—5 mm Weite (Tibia), + + + 
einen solchen von 3 — 4 mm. Engere Metaphysen crhalten ++ und +. Wenn 
nicht ganz scharfe Grenzen vorhanden sind oder wenn ein enger Kalksaum 
eben über der Diaphyse liegt, wird die Rachitis um ein + weniger bewertet, 
also Z. B. statt + + + + + ++• Meist ist die Metaphyse rechtwinklig, bei 

leichter Rachitis mitunter auch ein stumpfeckiges Dreieck, dessen Baais die 
Fibula ist. Aus der Abbildung 54 sind Beispiele der verschiedenen Stadien er- 
sichtlich. 


Abb. 53. Rachitisheilungsgrade. (Nach van Everse.) 

In jeder Gruppe von 4 Tieren, die zum Heilversuch benutzt werden, müssen 
immer mindestens 2 eine Rachitis +H — I — h (>der + + + zeigen. 

Nach Beendigung der Heilperiode wird das zweite Rontgenbild mit dem 
ersten verglichep. Bei der Bewertung der Heilung bedeutet: 

— eine Verschlimmerung der Rachitis, 

— keine Verànderung der Rachitis gegenüber der ersten Aufnahme, 
-j- ++ + + + + + + + zunehmende Heilung. 

Bei Beginn der Verkalkung zeigt sich zunàchst in der Metaphyse ein leichter 
Schattenstrich, der durch eine unverkalkte Zone von der Epiphyse getrennt 

8 * 
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Tabelle 37 

Lot 225. Cod-liver oil 346. Daily dose 4 mg. 


Rat No. 

Rickets 

r 

Healing 

ChaiiRC in wt diiring 
the test period 

g. 

1192 

4-H- + 

+ + + + 

4-14 

1195 

+ + -h 

+ + + 

+ 10 

1200 

+ + + 

4- + + + 

4- 7 

1204 

+ 4- -f 

4- + 4- 

4- 9 


Resuit. Very great antirachitic action, together with grt'at gain of weight. 
Conclusion. New test with a smaller dose, e.g. 2 mg. 


Lot 296. Cod-liver oil 386. Daily dose 3 nig. 


1860 

4- + + 

4-4- 

1866 


+ + + 

1871 

1 4-4- 

+ -f + 

1880 

+ + + 

4-4- + 


Conclusion. About 300 vitamin D units per g. 


ist. Mitunter ist dieser Streifen in der Mitte iinterbrochen. Bei Fortschreiten 



der Heilung wird der Streifen breiter und bei vollkommener Heilung zeigt die 

ganze Metaphyse Verkalkung. 
Ein Testbcispiel wird in vor- 
stehender Tabelle gebracht. 
Eine Oslo - Einheit wird 


ausgedrückt durch beginnende 
Heilung in der kalkfreien Meta- 
physe. 

Einc ahnlicho Méthode haben 
Beard-Thomas44a) und Gold- 
blatt bei ihren Vitamin D-Stu- 
(lien benutzt. Auch Knudson- 
Moore 44 b) verwendon di(' 
Méthode zusammen mit dem 
Line -Test. 

c) W eitere kiirativo Mcthodcn 45) 

1. Der Wachstumstest auf 
Vitamin D. 

Der Test beruht auf der Er- 
scheinung, daB Ratten auf einer 
vollwertigen aber D-freien Kost 
nach ciniger Zeit das Waehs- 
tum cinstellen, bel Verabrei- 
chung D-haltigcr Substanzen 


wieder an Gewicht zunehmen. 


Abb. 54. Rachitisgrade. (Nach Pou Iss on.) 
Oben links -f Rachitis, oben redits 4 -f Rachi- 
tis, unten links -r++ Rachitis, unten rechts 
- 1 + 4 - 4 - Rachitis. 


Junge, 30 g schwere Ratten 
werden zunâchst wurfweise in 
Kafig(în gehalten und mit einer 
Kost aus 15% Casein, 73% dex- 


44a) Beard c. s., J. of biol. Chem. 96, 307 (1932). 
44b) Knudson c. s., J. of biol. Chem. 81, 49 (1929). 
45) Coward c. s., Biochemic. J. 26, 1585 (1932). 
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trinierter Reisstârke, 8% Hefe und 4% Steenbocksalz unter Ziilago von Carotin 
ernàhrt. Carotindosis 0,04 mg in 0,02 ccm Olivenôl. Die Tiere wachsen gewôhnlich 
wàhrend der crsten Zeit normal. Einige nehmen zwar nicht erheblich zu, andere 
wioder zeigon Zunahmen von 20 — 30 g oder sogar von 60 — 70 g, bis sie das Wachs- 
tum einstellen. Ist nach mohrmaliger Wàgung eine Gewichtszimahme nicht mehr 
festzustellon, setzt man die Ratten in Einzelkâfige nnd behandtîlt 5 Woclien lang mit 
dor zu prüfenden Substanz. Unbrauchbar sind dabei solche Tiere, die zu Beginn der 
Versuchsperiodo 100 g und mehr wiegen. Die Fütteriingspcîriod(^ bis zum Eintritt 
des Gewichtsstillstandes kann 1 — 3 Monate (!) betragen. Ein Testbeispiel wird in 
folgender Tabelle gezeigt. 


TabeUe 38 

Dose of vitamin D 
units 

No. of 
^ rats 
sur- 
viving 

5 weeks 

No. of 
rats 
dead in 
5 weeks 

Mean 
increase 
in wt. in 
5 weeks 

g- 

No. of 
$ rats 
sur- 
viving 

5 weeks 

No. of 
$ rats 
dead in 
5 weeks 

Mean 
increase 
in wt. in 
5 weeks 

g* 

Average 
in- 
crease *) 

g- 

(a 

) 0,04 mg. 

carotène as soi 

irce of vitamin A 

: 





0,01 


0 

0 



2 

1 

11,0 

11,0 


0,05 


5 

2 

42,4 

5 

0 

39,8 

41,1 


0,1 


5 

2 

70,8 

6 

0 

37,5 

54,15 


0,2 


5 

0 

83,6 

5 

1 

52,0 

67,8 

A 

0,25 


1 

1 

75,0 

2 

0 

54,5 

64,75 


0,4 


5 

0 

78,4 

6 

0 

63,1 

70,75 


0,75 


1 

1 

88,0 

1 

0 

51,0 

69,5 


0,8 


4 

0 

84,75 

5 

2 

54,8 

69,77 


ao,o 


2 

0 

84,0 

1 

0 

57,0 

70,5 


0,00001 mg. I.E. 

1 

0 

38,0 

6 

0 

20,2 

29,1 

R 

(-0,02 

unit) 








1 

0,0005 mg 

. I.E. 

5 

0 

104,2 

6 

0 

53,3 

78,75 


(—1,0 unit) 








(b 

) 0,04 mg. 

light pel 

^roleum- 

wluble f 

raction of 

dried carrot as source of 

vitamin A : 


rNo dose 


4 

3 

17,25 

3 

5 

0 

8,625 


0,01 


6 

1 

3,1 

2 

0 

5,5 

4,3 


0,02 


5 

1 

9,8 

7 

0 

5,7 

7,75 

C 

0,05 


6 

0 

10,7 

4 

1 

14,5 

12,6 


0,1 


7 

1 

15,0 

7 

2 

24,6 

19,8 


0,5 


7 

1 

41,4 

2 

1 

40,5 

40,95 


1,0 


6 

1 

36,0 

3 

0 

36,7 

36,35 


Dose of 
solution 
of LE. 
mg. 

No. of 
rats 

on test 

Mean 
increase 
in wt. in 
5 weeks 

__ g- 

Dose of stan- 
dard which 
would hâve 
brought 
about this 
increase, 
units 

Dose of 
standard 
equiv. to 
1 g. units 

No. of 
$ rats 
on test 

Mean 
increase 
in wt. in 
5 weeks 

g- 

Dose of stan- 
dard which 
would hâve 
brought 
about this 
increase, 
units 

Dose of 
standard 
equiv. to 
1 g. units 

0,00001 

1 

1 38 

0,0149 

1,490,000 

6 

20,2 

0,0129 

1,290,000 

0.0005 

5 

104 1 

2,3572 

4,714,400 

6 

53,3 

0,3692 

738,400 


The weighted mean of the values found from the bucks and does respectively 
on the two doses is 2,068,500 units per g. which is near to the estimation made by 
the line test. 


*) This is the simple average of the values obtained from the bucks and does 
in each group. It seemed unsound to calcula te the weighted means in the tests 
where large doses of vitamin D were given and the bucks made inuch greater in- 
creases in weight than the does. 
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Die Berechnung der Ergebnisse kann entweder aus dcm Diagramm er- 
folgen oder aber nach einer der beiden Gleichungen: 

y = 92,82 + 30,02 • log x (für mànnliche Tiere), 
y = 63,14 + 22,74 • log x (für weibliche Tiere), 



UnitvitaminD. 


Abb. 55. Gewichtskurven von Ratten auf 
D-freier aber mineralausbalanzierter Kost. 
Wachsturn nac;h Zulage des internat ionalen 
D- Standards. 

X mànnliche, O weibliche Tiere. • Mittel- 
werte von beiden. (Nach Coward.) 


wo y die durchschnittliche Ge- 
wichtszunahrne der Tiere im Fünf- 
wochenversiich und x die Dosis an 
Vitamin D in Einheiten darstellt. 

Der Wachstumstest dauert er- 
heblich langer al s einer der anderen 
Methoden, ist aber mindestens 
ebenso genaii wie der Line-Test. 
Um die Eehlergrenzen nach Mog- 
lichkeit zu reduzieren, ist es nôtig, 
für den Wachstumstest doppelt so- 
viel mànnliche Tiere zu nehmen 
als weibliche, da die niànn lichen 
Tiere stârkere Schwankungsbreiten 
zeigen. 

Audi SlK'rman- Stieboling46) 
konnten zeigen, daO Ratten, die auf 
einer vollstàndigen, aber D-freien 
Diàt gehalten werden, im Wachsturn 
b(‘hindert sind. Zugabe von Vitamin 
D boeinflul3te, je nach der Dosis, das 
Wachsturn mehr oder weniger. Die 
Tiere fiir den Wachstumstest diirfen 


nicht zu groBe D-Reserven haben, da dann der Test sich nicht durchfühn'n làBt. 


Am besten sind Tiere, die aus einer Zucht stammen, die auf der Steenbockzucht- 



diàt gehalten wurden, da sie 
zwar groBe A-Reserven, aber 
wenig D gespeichert haben. 
Tiere auf der Sherman- 
zuchtdiàt B haben zuviel 
Vitamin D gespeichert, als 
daB sie für den Wachstums- 
test brauchbar wàren. Wei- 
tere Angaben über Vitamin D 
und Wachsturn finden sich 
ofter in der Literatur. Craw- 
f ord - 0 olding-Perry und 
Z i l V a bestimmen im Butter - 
fett das Vitamin D nach dcm 


Abb. 56. Wirkung der Fütterung von Spinatextrakt Wachstumstest von Soa- 
auf den Faezes-pjj bei rachitogen ernàhrten Ratten mes und Leigh-Clare 47). 

auf der fettarmen Zuckers Diàt. Die Grundkost besteht 

(Nach Willimot.) aus 43,7 g Weizenstàrke, 

14,3 g Casein, 12,4 g gehàr- 
tetem Baumwollsamenôl, 8 g Hefe, 5 g Salzgemisch, 5 ccm Zitronensaft und 
20 g Weizenkeime unter Zugabe von Wasser. Die Milch wird nicht als solche ver- 


46) Sherman c. s., J. of biol. Chem. 88, 687 (1930); 83, 497 (1929). 

47) Leigh c. s., Lancet 1, 150 (1928); Biochemic. J. 22, 522 (1928). 
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abreicht, sondern als Gemisch folgendermaBen : 79 g Stârke, 21 g Baumwollsamenôl, 
14 g Hefe, 9 g Salz, 9 ccm Zitronensaft, 36 g Weizenkeime, 125 g Trockenmilch. 
Zimâchst wird eine bestimmto Menge dieses Gemisch(îs vorfiittert, dann orhalton 
die Tiere die Grunddiat ad libitum. Die Autoren fanden die Minimaldosis fiir 
Wachstum erst in einer 0,68 g Butter entsprechenden Menge. Die Versuche scheinen 
durch die nicht vôllige Vitaininfrciheit der Grundkost beeinflufît zu sein. 


2. Der Fâzes-pn-Test auf Titamin D 48). 

Die Beobachtung, daB bei rachitischen Kindern und Tieren der pn im Darm 
nach der alkalischen Seite verschoben ist und bei der Heilung der Rachitis 
zur sauren Seite umschlàgt, kann als Test auf D-Wirksamkeit gelten. Nach 
der Méthode von Bacharach- Jephcott, 
die allerdings nicht ohne Widerspruch ge- 
blieben ist, kann die Bestimmung schnell 
und mit genügender Genauigkeit erfolgen. 

Der Test ist allerdings nur für solche Sub- 
stanzen brauchbar, in denen das Vitamin D 
schon in konzentrierter Form vorliegt, da 
die Verabreichung groBerer Futtermengen 
schon allein genügt, den p^ des Darmes zu 
verschieben. Die zu prüfenden Substanzen 
müssen olige Lôsungen sein. 

N ach W i 1 1 O m O t - W O k e s ist es ohne Be- 
lang, ob die rachitogene Kost Fett enthalt oder 
nicht. Sic erzielten mit der Kost von Zucker 
undBarnett (Nr. 22) gute Ergebnisse. Man 
setzt nach Jephcott c. s. 4 Tiere auf eine 
rachitogene Diat, mischt die Fâzes und be- 
stirnmt den pg. Ist der Wert auf liber 7 an- 
gestiegen, wercien die Ratten in zwei Gruppen 
geteilt, von denen die eine das zu prüfenden 
Praparat, die andero einen Standard tran er hait. Abb. 57. Wirkung der Fütterung 

Gewôhnlich kann mit der Auswertung schon Praparats Osteolin auf den 

nach 10 Tagen begonnen wordeii, da dann schon Faezes-pn rachitischer Ratten. 



der pjj auf 7 — 8 angestiegen ist. Fin Auswer- 
tungsbeispiel zeigt vorstehende Abb. 56 nach 
Willomot c. s. (Extrakt ans Spinat). Wie 
ersichtlich, gelingt es durch Zugabe des Extrak- 
tes nicht, den pjj zu drücken, was aber nach 
Lebertran verabreichung der Fall ist 49). 

Ein Beispiel nach Jephcott c. s. sei 
ebenfalls angegeben. Auswertung des Prà- 
parats Osteolin: 


A = 0,013 mg Osteolin in 22,5 rng 
Olivenôl, B = 0,026 mg in 45 mg 
01, C ” 0,039 mg in 67,5 mg Ôl, 
D = 0,053 mg in 90 mg 01, E = 
0,066 mg in 22,5 mg Olivenôl. 
Punktierte Linie : Rachitogene 
Kost ohne Bestimmung des pu- 
Gestrichelte Linie : Rachitogene 
Kost mit Bestimmung des pu- 
Ausgezogene Linie: Rachitogene 


20 — 40 Tage alte Ratten im Gewicht von \ 

40 — 60 g erhalten entweder die rachitogene ( ac ep co .) 

Zucker-Diât (Nr. 22, nach Z. Bezeichnung 401) 

oder die Sherman -Kost Nr. 84. Morgens werden die Fâzes gesammelt, wobei die 
mit IJrin verunreinigten verworfen werden. Man wiegt den Kot in einem Wâge- 
glâschen ab, verdünnt mitWasser auf eine etwa 0,02 % ige Lôsimg, mischt gut mid 
filtriert durch Watte oder Glaswolle. Der pg der Lôsung wird elektrometrisch 


48) Jephcott-Bacharach, Biochemic. J. 22, 60 (1928); 20, 1351 (1926); 
Lancet 1, 261 (1928); J. of biol. Chem. 82, 721 (1929). 

49) Willimot c. s., Biochemic. J. 21, 887 (1927); 22, 15 (1928). 
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Ab b. 58. PH'Anderung der Fazes rachitischor Ratten 
nach Bchandlung mit verscliiedonen Substanzon. 
(Strichelving drr Kurvcri siehe Abb. 57.) 



Abb. 59. Fazes pH rachitischer Ratten. 
(Siehe Abb. 57 und 58.) 


bestimmt. Die Untersu- 
ehiing geschieht zunâchst 
aile 3 — 4 Tage. Nach 10 bis 
12 Tagen sind die Fazes 
meist alkalisch, dann unter- 
sucht man taglich, bis zwei 
aiifeinanderfolgeiide Be- 
stimmungen im Durch- 
schnitt einen Wert von 
übor 7,3 geben, wobei die 
Werte nie miter 7,2 sinken 
sollen. 

Die versuchsreifen 
Tiere erhalten eine Dosis 
des zu untersuchenden 
Pràparats. Drei Tage 
spàter wird erneut der 
Fâzes-pH bestimmt. Die 
Untersiichimg erfolgt von 
da ab taglich, bis zwei 
aufeinanderfolgende Be- 
stimmungen einen Wert 
von 6,7 oder weniger, 
aber nicht mehr als 6,8 
ergeben. 

Man bezeichnet die- 
jenige Vitaminmenge, die 
imstande ist, dieso Werte 
hervorzurufen, mit 1 E. 
Neuerdings wird der Wert 
auf 10 E. festgelegt. 1 g 
eines gutcn Lcbertrans 
soll 100 solcher Einheiten 
enthalten . 

Die Abb. 57, 58 und 
59 zeigen zunâchst den 
Anstieg des p^ der Fazes 
auf der rachitogenen Kost, 
weiter den Abfall des pjj 
nach Behandlung mit 
Vitamin D. SchlieBlich 
ist in der Abbildung die 
Heilung der Rachitis 
durch UV.-Bestrahlung, 
die ebenfalls mit einem 
Sinken des pj£ einhergeht, 
ersichtlich. Auch die Ver- 
hütung der Rachitis durch 
UV-Betrahlung geht aus 
der Abbildung hervor. 
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Erlàuterungen zu den Abbildungen 58 und 59 


Daily supplementary treatment 

Basal 

diet 

No.of 

ani- 

mais 

Day of 
beRliining 
supplo- 
mentary 
treatment 

Curve 

Abb. 58 oben 

0,04 cc. paraffinum liquidum, B. P 

401 

2$ 

18 

1 

0,025 cc. glycerol 

84 

2(^,1$ 

24 

2 

0,025 cc. glycerol 

84 


16 

3 

>0,001 g. recryst. cholestérol, in 0,02 cc. olive oil . 

401 

2$ 

15 

4 

>0,001 g. crude cholestérol from cod-liver oil, in 





0,02 cc. olive oil 

401 

29 

15 

5 

>0,0015 g. crude cholestérol from cod-liver oil, in 





0,02 cc. olive oil 

401 

2$ 

22 

6 

Abb. 58 unten 





0,10 cc. cod-liver oil 

401 


20 

7 

0,002 g. cholestérol, irradiated 1 hour, in 0,08 cc. 

401 

2(^ 

24 

8 

0,001 g. cholestérol, irradiated 2 hours, in 0,04 cc. 

401 

2 ^ 

28 

9 

0,0005 g. cholestérol, irradiatet 3 hours, in 0,02 cc. 

401 

2$ 

20 

10 

0,000 13 g. cholestérol, irradiated 4 hours, in 0,08 cc. 

401 

2,^ 

19 

11 

0,002 g. cholestérol, irradiated 12 hours, in 0,08 cc. 

401 

2? 

18 

12 

AU cholestérol was irradiated at 71/2 inches from an open tungsten arc, and 

then dissol ved in olive oil. 

Abb. 59 





Animais irradiated 30 minutes at 2 fcet .... 

401 

2$ 

16 

13 

Animais irradiated 15 minutes at 2 feet .... 

401 

2$ 

16 

14 

Animais irradiated 30 minutes at 2 foet .... 

401 


0 

15 

Animais irradiated 15 minutes at 2 feet .... 

401 

1.^,1$ 


16 


d) Die prophylaktischen Rôntgonmethodeii ziir D-Bestimmung 

1. Die prophylaktische Rüntgeninethode vou B o ii r d i 1 1 o ii und Bruce 50) 

Ratten im Alter von 21 — 28 Tagen, mit einem Gewicht von 40 — 45 g er- 
haltcn in Einzelkafigcn die Kost Nr. 3143 nach Mc Coll um und 28 — 33 Tage 
lang dazii eine Lôsung der zu untcrsuchenden Substanz. 

In jcdem Wurf làuft ein Ticr als unbehandelte, négative Kontrolle mit, 
ein anderes erhâlt eine bestimmte Menge einer schon ausgewerteten Losung 
des Vitamins D als positive Kontrolle. 

Die Tiere werden nach Beendigung des Versuchs getôtet und gerontgt. 
Die Auswertung der Bilder erfolgt an Hand nachfolgender Abbildungen. Die 
verschiedenen Stadien werden mit Nummern von 1 — 8 versehen. 

Eine Beschreibung der Bilder geht aus folgendem hervor: 

Scale No. 8. Healthy bone, with no appréciable blurring of the top of the 
metaphysis. 

Scale No. 7. Definite blurring at top of metaphysis, but only for a very 
short length. 

Scale No. 6. Top of metaphysis blurred for appréciable distance (usually 
a small gap of uncalcified tissue between shaft and epiphysis). 

50) Bourdillon-Bruce, Biochemic. J. 26, 506 (1932). 
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Scale No. 5. Blurring extends to 1 mm. or more, and the bone bas no 
definite edge to it. In some specimens the blurred area is less deep, but there 
is a very narrow gap of uncalcified tissue across the bone. 

Scale No. 4. Definite narrow gap of uncalcified tissue right across 
the bone. 



Abb. 60. Stadi(>n der Rachitis irn prophylaktischen Rôntgontest. 

Ünten von links nach rechts Stadien 8, 7, 6, 5; oben von links nach rechts 
Stadieii 4, 3, 2 und 1. (Nach B ourdi 11 on). 


Scale No. 3. Uncalcified zone about 1 mm. wide. 

Scale Nr. 2. Uncalcified zone wider, but still traces of calcification at 
lowest portion of new tissue. 



Abb. 61. Stadien der Rachitis im prophylaktischen Test. 

Von links nach rechts Stadien 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 und 1. (Nach Bourdillon.) 


Scale No. 1. Full rickets. Gap 1,5 mm. or more, witbout visible cal- 
cification. 

Als Beispiel sei ein Versuch mit bekannten steigenden Dosen eines D- 
Prâparats angeführt: 
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Tabelle 39. Radiographie scale readings of rats’ knec-joints after 

prophylactic dosing 


Litter-No. 

0 

Dose (in International 
0,01 0,03 0,05| 0,1 0,2 

Scale readings 

Units 

0,32 

0,64 

1,28 

Mean ash 
percentage for 
each litter for 
doses 0 to 0,32 
only 

1867 

1 

3 

1 

1 

3,5 

5 

5 




31,36 

1869 

2,5 

4 

2,5 

2,5 

3,5 

5,5 

7 

— 

— 

35,66 

1828 

4 

4 

4 

6,5 

6 

6 

8 

— 

— 

37,01 

2057 

2 

1 

3 

5 

5 

6 

8 

7,5 

7,5 

37,26 

1834 

5 

5,5 

4,5 

5,5 

6 

7 

7 



— 

38,39 

2060 

2 

1,5 

5 

5 


7 

8 

8 

8 

38,87 

1827 

5 

4 

7 

5 

6 

6 

8 

__ 

__ 

38,97 

Mean of 7 
lowest litters 

3,07 

3,29 

3,86 

4,36 

5,0 

6,07 

7,29 





36,79 

1854 

2 

4 

4 

5 

6 

7 

6 

— 

— 

39,76 

1875 

2 

5 

5 

5,5 

5,5 

8 

6 

— 

— 

40,53 

1914 

5 

5 

5 

5,5 

6 

6 

7 

8 

8 

41,84 

1826 

5 

4 

5,5 

5 

6 

6 

8 

— 

— 

41,97 

2095 

1 

2 

3,5 

4 

4 

5,5 

6,5 

8 

7 

42,14 

1991 

4 

5 

6 

5,5 

5 

5,5 

7,5 

7,5 

7,5 

42,74 

1915 

4 

7 

4,5 

5 

6 

7 

~6 

7 

7,5 

43,01 

1917 

5 

4 

4 

5,5 

6 

6 

8 

7 

7,5 

43,11 

1988 

3 

5 

6 

5 

5 

5,5 

7 

6,5 

7 

43,13 

1965 

5 

5 

6 

5 

6 

5,5 

7 

8 

8 

43,56 

1943 

5 

5 

5 

4,5 

5 

6 

7 

8 

7,5 

44,06 

1963 

5 

5 

5 

5 

6 

8 

8 

8 

8 

44,66 

1954 

5 

5 

6 

6 

7,5 

7 

7 

8 

7 

48,61 

Mean of 7 
highest litters 

4,57 

5,14 

5,21 

5,14 

5,93 

6,45 

7,14 

7,5 

7,5 

44,31 

Mean for ail 
litters 

3,62 

4,2 

4,62 

4,85 

5,42 

6,27 

7.1 

7,62 

7,54 

40,83 


Hat mari einmal an Hand der Rôntgeiiaufnahmen die Bewertvingen der 
einzelnen Versuchc iiach obiger Skala durchgeführt, kann man die Wirksam- 
keit der verabreichten Dosis an folgender Kurve (Abb. 62, S. 124) ablesen. 

Wie ersichtlich, sind hier Unterschiede gemacht zwischen mehr oder minder 
resistenten Wtirfen. Ein solcher Unterschied kann z.B. auch durch Ausführimg 
einer Knochenanalyse gefimden werden. Aiif diese Weise kann man die Aus- 
wertimgen je nach der einen oder anderen Kurve vornehmen und kommt zu 
genaueren Ergebnissen. Wie aus der Kurvenabbildung ersichtlich, ist eine 
solche Komplizierung der Auswertimg ftir Dosen über (),()5 E. durchaus un- 
nôtig, da die Kurven von diesem Wert ab nur geringe Abweichungen zeigen. 
Es ist also zweckmàBig, die Méthode nur fur Dosen über 0,05 E. zu gebrauchen 
und dabei ste|:s in jedem Wurf ein Tier mit einer der Testdosis etwa ent- 
sprechenden Dosis eines bekannten D-Pràparats zu behandeln. Kleine Unter- 
schiede in der Prophylaxewirkung kônnen dann an Hand der Kurve leicht er- 
mittelt werden. (Die in der Tabelle gebrauchte Dosis ist die internationale.) 

Für die Praxis kann man die Ablesungsmittelwerte der Skala für die Standard- 
tiere und die Skalenmittelwerte der Tiere mit einer bestimmten Dosis der Testsub- 
stanz an der Kurve als Logarithmen ablesen. Dann entspricht der Antilogarithmus 
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der Differenz der Logarithmen dem Wirkungsverhaltnis zwischen Standard imd 
unbekannter Losung. 

Die Verteilung der Tiere eines Wurfs erfolgt, wie bei allen Testmethoden, 
derart, daB ein Tier unbehandelt bleibt, ein Tier die Standardsubstanz erhàlt 
und die anderen steigende Dosen des zu untersuchenden Pràparats. Die Tiere 
werden in den anderen Würfen ebenso verteilt. Die Empfindlichkeit der 
Méthode erhellt daraus, daB ein Ablesefehler von + 0,5 Skalenteilen den 
Logarithmus der Wirkung der Dosis um 0,24 erhôht. 

2. Die prophylaktischo Rôntgenracthodo 
von Holtz-Laquer- Kreitmair-Moll 61). 

Junge Ratten ans eigener Zucht {bestimmte 
Kost s. oben) werden im Alter von 4 — 0 Wo- 
ehen mit einem Gewicht von 33 — 45 g in den 
Versuch genommen, und zwar werden sie in 
Sericn zu je 10 — 12 Tieren eingeteilt, indem 
in jeder Sérié mindestens ein Tier aus jedein 
Wurf vertreten sein soll. Die erste Sérié 
dicnt als Kontrolle, die anderen erhalten ab- 
gestufte Mengen des zu untersuchenden Prâ- 
parats. Die Verabreichung der Prâparate 
geschieht mit der Pipette. 

Als rachitogene Diàt wird die McCollum- 
sehe 3143 verabreicht. Die Tiere erhalten im 
ganzen 14 mal morgens vor der Füttcrung das 
Pràparat. Die Sonntagsdosis kann am Sonn- 
abend nachmittag verabreicht werden. Die 
Tiere werden fortiaufend gewogen und dann am 
14. Tage gerôntgt. Das Rontgen geschieht ent- 
weder in Narkose oder durch Aufspannen auf 
ein Brett (s. Methodik von Schultz, oben). 
Die Aufnahmen werden jeweils unter genau 
denselben Bedingungen gemacht. 

Die Diagnose wird durch Zeichen ausgedrückt, und zwar bedeutet: 

+ Rachitis, 

— keine Rachitis (geschützt), 

? Z weifelhaft *) . 

Die negativen Kontrollen müssen starke Rachitis aufweisen. Der Epiphysen- 
spalt muB mindestens 1 mm breit sein. Geschützt ist ein Tier, wenn keine 
Unterschiede gegenüber Normal vorhanden sind, wenn aile Knorpel-Knochen- 
grenzen gut verkalkt sind. Der Epiphysenspalt ist entweder eine haarfeine 
Linie oder ein scharfbegrenzter Strich mit vôllig parallelen, im Negativ hellen 
Ràndem. 

*) Hier soll bemerkt werden, daB obige Bezeichnungen -f* bzw. — früher 
von H oit Z und Win dans 61a) in umgekehrtom Sinne gebraucht wurden, was 
beim Studiuin der betreffenden Arbeiton zu beachten ist. 

51) Holtz-Laquer-Kreitmar-Moll, Biochem. Z. 1931, 237, 247. 

51a) Windaus-Holtz, Nachr. Ges. Wiss. Gôttingen, Math.-physik. Kl. 
1927, H. 2. 



Abb. 62. Bcîziehung zwischen 
Prophylaxewirkung und Dosis im 
Rontgen test. 

(Ordinat(î = Heilungsgrade der 
Bourdillonskala). 

(Nach Bourdillon.) 
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Wichtig bei der Beurteilung ist die Gewichtszunahme der Tiere! Wenn 
positiv reagierende Tiere wàhrend der Versuchsperiode an Gewicht abiiehmen 
oder nicht zunehmen, werden sie von der Auswertung ausgeschlossen, da sie in 
der Regel keine oder nur wenig von der Norm abweichende Knochenverànde- 
rungen zeigen. Gewôhnlich nehmen Tiere wàhrend des Versnchs etwa 10 bis 
15 g zu. Tiere, die weniger als 5 g ziinehmen, werden nicht gewertet. Zeigt 
die Mehrzahl der Tiere schlechtes Gedeihen, so kann man der McCollum-Kost 
etwas Milch (Vitamin A) zugeben, was die Auswertung nicht stort. 

Bei Dosierung in geometrischcr Reihe wie 0,025, 0,5, 0,1 y hat die Méthode 
einen Fehler von 50%. Die Fchlerbreitc kann aber noch unter + 25% liegen. 

Die Einhcit ist diejenige Tagesdosis pro Tier eines Prâparats, die bei 
14maliger, taglicher Verabreichung an Ratten mit dem Anfangsgewicht 33 bis 
45 g, welchc mit der Kost Nr. 3143 von McCollum gefüttert werden, 80% 
oder mindcstens 8 von 10 Tieren vor der durch Rontgenaufnahme festziistel- 
lenden Rachitis vollkommcn schützt, wàhrend eine kleinere Dosis diese Be- 
dingungen nicht mehr erfüllt. Besonderer Wert wird dabei auf das gute Ge- 
deihen der Tiere gelegt, indem gefordert wird, dal3 aile ausgewcrteten Ratten 
wàhrend des Versuchs mindestens 5 g zunehmen müssen. 

Fin Auswertungsbeispiel nach Laquer geht ans folgenden Tabellen 40 
bis 43 (S. 126 ff.) hervor: 

Die prophylaktische Einheit in d(T Définition von Laquer iind Mitarbeiti'rn 
ist gleich 5 — 6 internationalen oder MRC.-Einheiten oder gleich 6 — 8 Oslo-Poulssen- 
Einheiten. 100 Einheiten nacîh Laquer entsprechen (âner klinischen Einluât. 

3. Ber prophylaktische Uontgentest von Scheunert und Schieblich 62). 

Junge Ratten irn Gewicht von 33 — 42 g mit einem Al ter von 3 — 4 Wochen 
werden in Glashâfen gehalten (Bodenf lâche 15 X 20, Hohe 18 cm), die einen 
Drahtnetzboden zur Verhütung der Koprophagie besitzen. Der Boden des 
Gefàbes wird mit 8àgemehl bedeckt. Die Tiere werden mit der McCollum- 
Kost 3143 gefüttert, die in Kuchenform verabnücht wird. Ein Würfel 
von 20 g ist für ein Tier pro Tag ausreichend. Wasser wird in Trink- 
gefàBen gegeben. Die Haltimg der Tiere geschieht wie bei Rachitisver- 
suchen üblich. 

Man niinmt für jede zu untersuchende Dosis 10 Tiere, indem die Würfe 
auf die verschiedenen Gruppen aufgeteilt werden. Man achtet darauf, daB 
Geschwistertiere moglichst nicht in dieselbe Gruppe kommen. Die Verab- 
reichung der Dosis geschieht wie oben. Kontrollticre erhalten das Losungsmittel 
ohne Substanz. 

Für jede Rattc wird eine besondere Gewichtskurve geführt, auf der Ge- 
schlecht, WurfgroBe und Abstammung sowie Alter zu Beginn mitverzeichnet 
werden. Nach 14tàgiger Fütterung werden die Tiere getotet und gerontgt. Man 
verwendet am besten den Rontgenfilm. Die Bilder werden vor einer licht- 
starken Lampe betrachtet. Die Beurteilung geschieht auf Grund der Befunde 
des proximalen Tibiaendes. Man bezeichnet mit — Fàlle, die vollkommen 
normal sind, bei denen die Dosis also vollkommen Schutz gewàhrte. Deuthehe 
Rachitis erhàlt je nach dem Grad die Bezeichnungen +, ++, + ++. Frag- 
liche Fàlle werden mit ? gewertet. 

52) Scheunert- Schieblich, Biochem. Z. 209, 299 (1929). 
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Tabelle 40 


Vitamin D-Kontrollprâparat. Protokoll Nr. 1160. Kontrollen 


Nr.: 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

Bezeichnung : 

w. 1. 

w. r. 

w. 1. 

w. r. 

schw. 

w. 

schw. 

w. 

schw. 

w. 

Geschleclit : 

weibl. 

mannl. 

mannl. 

mannl. 

mannl. 

weibl. 

weibl. 

weibl. 

weibl. 

mannl. 

Nr. des Wurfes: 

2440 

2942 

3190 

2937 

2050 

3380 

1725 

3408 

3028 

2555 

Anfangsgewicht . . . 

40 

* 36 

36 

37 

40 i 

35 

35 

41 

38 

38 

Endgewicht 

57 

37 

58 

59 

62 

42 

51 

48 

53 

66 

Gewichtsimterschied . 

+ 17 

+ 1 

+22 

+22 

+22 

+ 7 

1 + 16 

+ 7 

+ 15 

1 + 18“^ 

Diagnose 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

1 


Dosis 0,09 y 


Nr.: 

11 

12 

1 13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

Bezeiehmmg: 

schw. 

w. 

i w. 1. 

w. r. 

w. l. 

w. r. 

schw. 

w. 

schw. 

w. 

Geschlecht : 

weibl. 

mannl. 

‘mannl. 

mannl. 

mannl. 

weibl. 

weibl. 

weibl. 

mamil. 

weibl . 

Nr. des Wurfes: 

1725 

3408 

3408 

2028 

1725 

3028 

3408 

2555 

3028 

2555 

Anfangsgewicht . . . 

36 

36 

37 

38 

35 

36 

38 

37 

36 

35 

Endgewicht 

59 

45 

46 

53 

45 

49 

57 

55 

51 

46 

Gewichtsimterschied . 

+23 

+ 9 

+ 9 

+ 15 

+ 10 

+ 13~ 

+ 19 1 

+ 18 

+ 15 

l+îl 

Diagnose 

__ 

— 

— 

__ 

— 

- 

~ 1 

— 

— 



Dosis 0,08 y 


Nr.: 

! 21 

22 

23 

24 

25 

26 

”'27 

28 

29 

30 

Bezeichnung : 

j w. 1. 

w. r. 

w. 1. 

w. r. 

w. 1. 

w. r. 

schw. 

w. 

schw. 

w. 

Geschlecht : 

mannl. 

weibl. 

mannl. 

intinnl. 

mannl. 

weibl. 

weibl. 

weibl. 

weibl. 

weibl. 

Nr. des Wurfes: 

2263 

3537 

1725 

3408 

2263 

3527 

1725 

3408 1 

3028 

2555 

Anfangsgewicht . . . 

37 

36 

42 

36 

34 

39 

35 

37 

34 

36 

Endgewicht 

58 

56 

47 

58 

51 

39 

47 

52 i 

47 

58 

Gewichtsunterschied . 
Diagnose 

+ÏÏ~ 

+20 

1+ 5 

+22 

+ 17~ 

(0) 

(-) 

1 

+ 

+ 15 

+ 13 

+22 


Zeichenorklàrung : schw. = schwarz, w. — weil3, w. 1. = weiC linkos, w. i\ ~ weiO redites 
Ohr gestutzt, weibl. = weiblich, mannl. — mànnlich 

Dosis 0,07 y 


Nr.: 

31 

32 

33 

34 

35 

36 

37 

38 

39 

40 

Bezeichnung: 

schw. 

w. 

schw. 

w. 

schw. 

w. 

schw. 

w. 

w. 1. 

w. r. 

Geschlecht : 

mannl. 

weibl. 

mannl. 

mannl. 

mannl. 

mannl. 

mannl. 

weibl. 

mannl. 

maiml. 

Nr. des Wurfes: 

2050 

3380 

2263 

3537 

2050 

3380 

2236 

3537 

2942 

2440 

Anfangsgewicht . . . 

42 

40 

36 

36 

38 

40 

36 

38 

40 

38 

Endgewicht 

52 

46 

41 

49 

43 

57 

46 

58 

57 

64 

Gewichtsimterschied . 

+ 10 

+ 6 

+ 5 

+ 13 

+T^ 

+ 17 

+ 10 

-b 20 

+ 17 

+26 

Diagnose 

1 

— 

— 

9 


? 

1 — 

•— 

— - 

+ 


Dosis 0,06 y 


Nr.: 

41 

42 

43 

44 

45 

46' i 

47 

48 

49 

Fsr 

Bezeichnung : 

w. 1. 

w. r. 

w. 1. 

w. r. 

w. 1. 

w. r. 

w. 1. 

w. r. 

schw. 

! w. 

Geschlecht: 

mannl. 

weibl. 

mannl. 

weibl. 

weibl. 

weibl. 

mannl. 

mannl. 

mannl. 

mannl. 

Nr. des Wurfes: 

2050 

3380 

2440 

2942 

3190 

2937 

3380 

1725 

3408 

2555 

Anfangsgewicht . . . 

38 

39 

35 

37 

36 

36 

34 

38 

39 

41 

Endgewicht 

54 

53 

50 

45 

54 

49 

41 

40 

44 

52 

Gewichtsunterschied . 

+ 16 

+ 14 

+ 15 

+ 8 

+ 18 

+ 13 

!+ 7 

(+2) 

+ 5 

+ 11 

Diagnose 

+ 

+ 

+ 

— 

+ 

? 

1 — 

(-) 

— 

— 
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Tabelle 41 

Vitamin D-Prâparat. Protokoll Nr. 1143. Kontrollen 


Nr.: 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

Bezeiclinung : 

schw. 

w. 

schw. 

w. 

schw. 

w. 

w. 1. 

w. r. 

schw. 

w. 

Geschlecht : 

weibl. 

weibl. 

weibl. 

mannl. 

weibl. 

weibl. 

mannl. 

weibl. 

mannl. 

weibl. 

Nr. des Wurfes: 

2988 

2657 

1010 

2737 

2655 

3305 

2213 

3090 

2860 

2658 

Anfangsgewicht . . , 

36 

42 

37 

42 

33 

34 

36 

34 

36 

34 

Endgewicht 

45 

! 40 

49 

57 

48 1 

42 

54 

48 

56 

50 

Gewichtsunterschied . | 

+ 9 

— 2 

+ 12 

+ 15 

1 + 15 

1+ 8 

+ 18 

+ 14 

+20 

+ 16 

Diagnose 

+ 

î 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 


+ 


Dosis 0,05 y 


Nr.: 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

Bezeichnimg: 

w. 1. 

w. r. 

w. 1. 

w. r. 

schw. 

w. 

schw. 

w. 

schw. 

w. 

Geschlecht : 

mannl. 

mannl. 

weibl. 

mannl. 

mannl. 

mannl. 

mannl. 

mannl. 

weibl. 

mannl. 

Nr. dos Wurfes: 

864 

3237 

2259 

2737 

3305 

2213 

3090 

2558 

2988 

2657 

Anfangsgewicht . . . 

41 

32 

34 

34 

37 

35 

41 

34 

33 

37 

Endgewicht 

55 

40 

39 

40 

58 

42 

55 

42 

44 

48 

Gewichtsunterschied . 

+ 14 

+ 8 

+ 5 

+ 6 

+21 

+ 7 

+ 14 

+ 8 

+ 11 

+ 11 

Diagnose 

-- 

— 

— 

— 

? 

— 

— 

— 

— 

— 


Dosis 0,02 y 


Nr.: 

21 

22 

23 

24 

”25 

26 

27 

28 ’ 

29 

30 

Bezeichnung : 

schw. 

w. 

schw. 

w. 

w. 1. 

w. r. 

w. 1. 

W. r. 

w. 1. 

w. r. 

Geschlecht : 

mannl. 

mamil. 

mannl. 

weibl. 

weibl. 

mannl. 

weibl. 

mannl. 

mannl. 

weibl. 

Nr. des Wurfes: 

2558 

864 

2558 

3237 

2860 

3090 

2213 

3305 

2558 

864 

Anfangsgewicht . . . 

35 

39 

34 

40 

41 

34 

37 

42 

38 

41 

Endgewicht 

47 

60 

48 

57 

64 

52 

55 

66 

62 

60 

Gewichtsunterschied . 

+ 12 

+21 

+ 14 

+ 17 

+23 

+ 18 

+ 18 

+24 

+24 

+ 19 

Diagnose 

— 

__ 

? 

? 

? 

— 

+ 

+ 

î 

+ 


Dosis 0,01 y 


Nr.: 

31 i 

32 

33 

34 

35 

36 

37 

38 

39 i 

40 

Bezeichnung : 

schw. 

w. 

schw. 

w. 

schw. 

w. 

schw. 

w. 

schw. 

w. 

Geschlecht ; 

weibl. 

weibl. 

weibl. 

mannl. 

mannl. 

mannl. 

mannl. 

mannl. 

mannl. 

mannl. 

Nr. des Wurfes: 

2860 

2558 

2860 

864 

3090 

3305 

2737 

2259 

3237 

2860 

Anfangsgewicht . . . 

37 

34 

34 

37 

38 

34 

38 

' 42 

35 

37 

Endgewicht 

61 

47 

50 

57 

53 

54 

51 

57 

56 

45 

Gewichtsunterschied . 

+24 

+ 13 

+ 16 

+20 

+ 15 

+20 

! + 13 

+ 15 


+ 8 

Diagnose 

+ 

V 

+ 

+ 


+ 

+ 

? 

9 

— 


Dosis 0,005 y 


Nr.: 

41 

42 

43 

44 

45 

46 

47 

48 

49 

50 

Bezeiclmung : 

w. 1. 

w. r. 

w. 1. 

w. r. 

w, 1. 

w. r. 

w. 1. 

w. r. 

schw. 

w. 

Geschlecht : 

mannl. 

weibl. 

mannl. 

mannl. 

weibl. 

weibl. 

weibl. 

mannl. 

weibl. 

mannl. 

Nr. des Wurfes: 

2213 

3090 

2213 

3090 

2860 

2558 

2259 

3237 

2860 

864 

Anfangsgewicht . . . 

37 

37 

35 

35 

34 

34 

34 

36 

34 

37 

Endgewicht 

53 

57 

52 

48 

45 

54 

48 

62 

48 

58 

Gewichtsunterschied . 

+ 16 

+20 

Ti7 

+ 13 

+ 11 

+20 

+ 14 

+26 

+ 14 

+21 

Diagnose 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

? 

+ 
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TabeUe 42 


Vitamin D-Prâparat. Protokoll Nr. 1155. Kontrollen 


Nr.: 

1 1 

2 

Y 

4 

5 

6 

7 

8 

9 1 

10 

Bezeichnung : 

schw. 

w. 

w. 1. 

w. r. 

schw. 

w. 

schw. 

w. 

w. 1. 

w. r. 

Geschlecht : 

mânnl. 

weibl. 

weibl. 

mannl. 

weibl. 

mânnl. 

weibl. 

mânnl. 

mânnl. 

mânnl. 

Nr. des Wurfes: 

3359 

3124 

3156 

3101 

2455 

1923 

2715 

2062 

1135 

3297 

Anfangsgewicht . . . 

36 

36 

34 

40 

36 

42 

38 

37 

38 * 

40 

Endgewicht 

50 

52 

50 

60 

49 

50 

50 

52 

58 

64 

Gewichtsunterschied . 

+ 14 

+ 16 

+ 16 

+20 

+ 13 

+ 8 

+ 12 

+ 15 

+20 ' 

+24 

Diagnose 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 1 

+ 


Dosis 0,05 y 


Nr.: 

11 

i 12 

13 

iY~] 

15 

16 î 

17 

18 

19 ' 

20 

Bezeichnimg : 

schw. 

W. 

schw. 

w. 

schw. 

w. 

schw. 

w. 

w. 1. 

w. r. 

Geschlecht : 

weibl. 

mânnl. 

mânnl. 

weibl. 

weibl. i 

weibl. 

weibl. 

weibl. 

wcûbl. 

mânnl . 

Nr. des Wurfes: 

1 3359 

3156 

2938 

3101 

2715 

2062 

1135 

3124 

3156 

3101 

Anfangsgewicht ... 

1 38 

39 

37 

34 

36 

40 

37 

1 

34 

33 

36 

Endgewicht | 

54 

60 

48 

47 

52 

61 

54 

48 

43 

58 

Gewichtsunterschied . ; 

+ 16 

+21 

+ 11 

+ 13 

+ 16 

+ 21 

+ 17 

+ 14 

+ 10 

+ 22 

Diagnose 


— 

— 

— 

— 

"• 1 

_ 1 

— 1 

— 



Dosis 0,03 y 


Nr.: 

1 

22 

^ 23 ' 

24 

25 

26~^ 

2i ] 

’ 28 ' 

29 ! 

30 

Bezeichnung : 

schw. 

w. 

schw. 

w. 

schw. 

w. 

schw. 

w. 

W. 1. 

w. r. 

Geschlecht : 

mânnl. 

mânnl. 

weibl. 

mâmil. 

weibl. 

weibl. 

weibl. 

weibl. 

mânnl. 

mânnl. 

Nr. des Wurfes: 

1 1507 

2134 

3359 

3101 

1923 

3297 

1135 

2062 

2715 

3359 

Anfangsgewicht . . . | 

1 41 

41 

41 

40 

41 

36 

40 

35 

38 

37 

Endgewicht 

1 64 

63 

58 1 

55 

76 

50 

67 

48 

54 

50 

Gewichtsunterschied . 

+ 23 

+22 

+ 17 

+ 15 

+35 

+ 14 

+ 27 

+ 13 

+ 16 

î + 13 

Diagnose 

— 


— 

— 

— 

— 

— 

— 

— 



Dosis 0,01 y 


Nr.: 

31 

32 

33 

34 

35 

36 

37 

38 

39 

40 

Bezeichnung : 

w. 1. 

w. r. 

w. 1. 

w. r. 

w. 1. 

w. r. 

w. 1. 

w. r. 

w. 1. 

w. r. 

G(^schlecht: 

mânnl. 

mânnl. 

mânnl. 

rnânnl. 

weibl. 

weibl. 

mânnl. 

mânnl. 

weibl. 

weibl. 

Nr. des Wurfes: 

3136 

3101 

2455 

3359 

1507 

2134 

1135 

3297 

2062 

2455 

Anfangsg(îwicht . . . 

38 

35 

37 

41 

34 

35 

37 

38 

37 

37 

Endgewicht 

60 

42 

48 

64 

42 

54 

54 

54 

54 

44 

Gewichtsunterschied . 

+ 22 

+ 7 

+ 11 

+23 

+ 8 

+ 19 

+ 17 

+ 16 

+ 17 

+ 7 

Diagnose 

+ 

— 


— 

? 

— 

— 

— 

? 

— 


Dosis 0,005 y 


Nr.: 

41 

42 

43 

44 

45 

46 

47 

48 

49 

50 

Bezeichnung : 

schw. 

w. 

schw. 

w. 

schw. 

w. 

w. 1. 

w. r. 

w. 1. 

w. r. 

Geschlecht : 

weibl. 

weibl. 

mânnl. 

weibl. 

mânnl. 

mânnl. 

mânnl. 

weibl. 

weibl. 

weibl. 

Nr. des Wurfes: 

3101 

2455 

1923 

2715 

3359 

1923 

3124 

3297 

2062 

1507 

Anfangsgewicht . . . 

38 

34 

37 

36 

36 

39 

42 

34 

35 

36 

Endgewicht 

47 

49 

52 

42 

52 1 

56 

65 

46 

45 

55 

Gewichtsunterschied . 

+ 9 

+ 15 

+ 15 

+ 6 

+ 16 

+ 17 

+23 

+ 12 

+ 10 

+ 19 

Diagnose 

? 

? 

? 

_ 

+ 

+ 

1 

9 

— 

9 
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Tabelle 43 

Nr. 1160 (Kontrollpraparat) 


Tagesdosis in y . . 

0,09 

0,08 

0,07 

0,06 

Rachitisch .... 

— 

— 

1 

4 

Fraglich 

— 

— 

2 

1 

Geschützt .... 

10 

9 

7 

4 

Nicht gewertet . . 

— 

1 

— 

1 

Geschützt . . .% 

100 

90 j 

70 

~40 


Die antirachitischc Grenzdosis liegt zwischen 0,07 und 0,08 y. 

Nr. 1143 

Tagesdosis in y . . | 0,05 0,02 0,01 0,005 

Rachitisch . . . . j — 3 4 9 

Fraglich il 4 3 1 ^ 

Geschützt .... I 9 3 3 — 

Geschützt . . . % I 90 | 30 | 30 — 

Die antirachitische Grenzdosis liegt zwischen 0,02 und 0,05 y, naher bei 0,05 y. 


Nr. 1155 


Tagesdosis in y . . | 

0,05 

0,03 

0,01 

0,005 

Rachitisch . . . . j 

— 

— 

1 

2 

Fraglich 

— 

— 

2 

6 

Geschützt . . . . 1 

10 

10 

7 

2 

Geschützt . . .% il 

"lôô 

l’Too' 1 

70 1 

20 


Die antirachitische Grenzdosis liegt zwischen 0,01 und 0,03 y. 


Bei dcutlichcr Rachitis mit imscharfer Epiphysenfuge oder bei vôlhg 
geschützten Tieren ist die Beurteilung nicht schwer. Schwierigcr ist die 


Diagnose, wenn die 
Rachitis nicht ganz aiis- 
geprâgt war, Dann legt 
man der Bewertung 
das Bild der norrnalen 
Rattc zugrimdc. Bei- 
spiele sind in Abb. 63 
zii sehen. 

Die Fehlergrenze ist 
um so geringer, je weni- 
ger unsichere Fàlle vor- 
kommen. 

Man nimmt lOTiere 
für jede Dosis, da indi- 
viduelle Unterschiede 
weitgehend ausgcschal- 
tet werden müssen. Bei 
der Auswertung müssen 
die Tiere der Kontroll- 
gruppe sarntlich Rachi- 
tis aufweisen. Wenn 
mehr als 1 Tier von 



reihen stellen von oben 
? Rachitis, + Rachitis, 

INach Sc 



Abb. 63. Rôntgenbild der 
Kniegelenke rachitischer 
(links) und normaler Tiere 
(rechts). 

Die beiden linken Bilder- 
nach unten Beispiele für 
und ++ 1 - Rachitis dar. 
heunert.) 


B O m s k O V , Vitaminforsdiung 


9 
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den 10 Kontrollen nicht rachitisch war, ist der ganze Versuch zu wiederholen. 
— Aile Tiere, die in der 14tàgigen Versuchsperiode weniger als 5 g zunehmen 
und sich als rachitisfrei erweisen, werden nicht bewertet. Ist dagegen au ch bei 
ihnen eine Rachitis aufgetreten, sind sie brauchbar, als Beweis der Unwirksam- 
keit der Dosis. Aiich besonders schnell wachsende Tiere, die einen hôheren 
D-Bedarf haben und bei Dosen, die normalerweise schützen, ungeschützt 
bleiben, konnen den Versuch stôren. Bei Zunahmen von 18 g aufwàrts treten 
solche FâUe ein. 

Vollkommener Rachitisschutz liegt dann vor, wenn 8 von 10 Tieren durch 
die Rôntgendiagnose als einwandfrei geschützt gelten. Die Dosis, die diese 
Wirkung hervorbringt, bezeichnet man als eine antirachitische Schutzeinheit 
SED. 

Beispiel: Vigantolauswertung. 

Tabelle 44 


Dosen in y: j 0,8 

0,6 ^ 

0,5 

0,4 

0,3 

0,2 

Ergebnis : 

10 — 1 

^ 10 — 1 

10 — 

9— 

7 — 

5— 





1 + 


4-f- 





1 

' 3? 1 

1 V 


Dio negativen Kontrollen zeigten bis auf eine doutliche Rachitis. Die Einhoit 
liegt nach obigen Forderiuigen bei 0,4 y. 


e) Prophylaktischo chemischc Methoden 
1. Der Knochenaschetest nach Hume-Pickersgill und Gaflikin 53). 

Die Bestimmung der Knochenasche oder des Mineralgchaltes des Knochens 
kann aïs Test auf Vitamin D dienen, da die Menge der Asche abhàngig ist vom 
Vitamin D-Gehalt der Kost. Der Aschentest ist eine sehr objektive Méthode, 
die viel schwerer auszuführen ist als etwa der Line-Test oder als ein Rôntgen- 
test, die aber doch manche Vorteile bietet. Sie ist nur in den Fàllen ungeeignet, 
wo es sich darum handelt, groBe Serien von Pràparaten auszuwerten, da sie 
viel Zeit und Mühe erfordert. Im einzelnen wird die Méthode wie folgt ge- 
handhabt : 

Junge Ratten aus l'igc^nor Zucht, deren Abstammvmg und Ernahrung bekannt 
sein inuB, werden im Alter von 21 — 28 Tagen mit einem Gewicht von 35 — 45 g 
in Einzelkâfige gesetzt und erhalttm die rachitogene Kost Nr. 3143 von Mc. Collum. 
Dazu füttert man taglich die zu untersuchende Substanz in Olivenôl, und zwar er- 
halten die Tiere, wenn sic am Sonntag nicht gefüttert werden, dio Dosis des Sonn- 
tags zur Hâlfte am Sonnabend und zur Halfte am Montag. Bei der Zufütterung, 
die mit der Pipette gesch(4ien muB, ist darauf zu achten, daB aile Tiere der vor- 
schiedenen Serien stets dieselbe Menge an Olivenôl erhalten, da durch Verfiitterung 
verschiedener Ôlmengen der Knochen verschioden fetthaltig wird, was die Ergeb- 
nisse stôren kann. 

Dio Verteilimg der Tiere eines Wurfs erfolgt genau wie bei allen Test versuch en, 
indem ein Tier imbehandelt bleibt, eins ein bekanntes Standardprâparat erhâlt, 
die anderen steigende Dosen der Substanz. Fiir dio Auswertung einer unbekannten 
Substanz sind selbstverstiindlich mehrere Würfe (^rforderlich. Man nimmt am 
besten 4 Serien von Tieren (je 8 — 10), von denen die ersten beiden 0,1 und 0,2 E. 
pro die erhalten, die anderen beiden zwei verschiedeno Dosen der zu testenden 
Substanz. 


53) Hume c. s., Biochemic. J. 26, 488 (1932). 
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Nach 28 — 33 Tagen werden die Tiere getôtet (selbstverstandlich in einem Ver- 
such immer am selbon Tag) und Fomur, Tibia und Fibula sauber prapariert, die 
Knochen mehrmals gebrochen und getrocknet. î^ach Feststellimg des Trocken- 
gewichts extrahiert man die Kjiochen im S oxleth -Apparat mit Alkohol und dann 
mit xlther. Darauf werden sie verascht (am bosten kleine Platinschalen). 

Die Ergebnisse werden entweder in Prozent Asche der fettfreien Trocken- 
substanz oder durch den Quotienten Asche : organische Trockensubstanz (A/R) 
54), 54 a) ausgedrückt. Fine Zurückführung der Wertc auf fetthaltige trockene 
Substanz ist nicht zu empfehlen. Die Aschen der linken und rechten Extremitàten 
eines Tieres differieren nur um 0,5 %. Ratten auf der rachitogenen Diàt ohne 
Behandlung zeigen Aschenwerte von 24,9 — 44,9% (négative Kontrolkm). 

Diese crhebliche Schwankungsbreite mufî man in Rechnung setzen. Des- 
halb geht man bei der Auswertung der Ergebnisse stets vom Aschegehalt 
des unbehandelten Tieres des Wurfes aus. Die Auswertung erfolgt dabei nach 
einer der Kurven der Abb. 64, je nachdem die unbehandelten Tiere einen 
Aschewert von über oder unter 35 % aufweisen. Man sucht in dem Koordinaten- 
system an der Ordinate die Aschewerte auf und hest an der Abszisse die Wirk- 
samkeit ab. Aus der Kurve ist ersichtlich, da6 bei geometrischer Erhôhung der 
Dosen die Asche arithmetrisch zunimmt. Wir haben also genau wie bei dem 
Rôntgentest eine logarithmische Beziehung zwischen Wirkung und Dosis. 

Ein Beispiel sei in folgender Tabelle beschrieben, in der bekannte Dosen 
eines D-Pràparats ausgewertet wurden: 


Tabelle 45. Percentagc ash in the dricd fat-extracted boues of young 
rats on McCollum’s rachitogenic diet and receiving varions doses 
of irradiated ergosterol, prophylactically for 24 — 33 days 


! 


Dose of irradiated ergosterol in international units of vitamin D 

rso. 01 

Sox 


( 1 unit 

= 0,1 y of irradiated ergosterol) 



i 


0 

0,01 

0,02 

0,03 

0,05 

j 0,08 

i 

0,2 

0,32 

0,64 

1,28 

1826 


41,1 



40,7 

41,6 



41,1 



45,2 




— 


? 

— 

38,3 

— 

— 

42,2 

— 

41,3 

— 

44,1 


— 

1827 


— 

— 

— 

— 

38,7 

— 

39,3 

— 

41,4 


— 


? 

36,2 

34,3 

42,2 

38,9 ' 

— 

39,7 

_ 

44,1 

— 


— 

1914 

d 

39,5 

38,6 

— 

41,2 

40,3 

— 

42,7 

43,4 

— 

— 

46,8 


? 

— 

— 

— 

— 

— 

— 

— 

— 

47,5 

47,7 

— 

1917 


— 

— 

— 

— 

— 

— 

44,5 

42,6 

— 

— 

— 


$ 

43,3 

37,9 

— 

40,9 

44,2 

— 

— 

— 

48,8 

48,0 

47,4 

1915 

d 

39,9 

41,6 

— 

41,4 

— 

— 

— 

— 

44,3 

— 

— 


$ 

— 

— 

— 

— 

43,5 

— 

45,3 

45,3 

— 

48,8 

49,8 

1943 

d 

— 

— 

— 

— 

43,0 

— 

— 

— 

46,8 

48,5 

47,9 


2 

40,1 

47,9 

— 

40,0 

— 

— 

43,4 

47,5 

— 

— 

— 

1954 


40,8 

45,3 

— . 

48,0 

— 

— 

52,1 

52,4 

— 

48,3 

50,2 


? 

— 

— 

— 

— 

47,3 

— 

— 

— 

53,6 

— 

— 

1963 

d' 

41,7 

40,8 

— 

39,0 

47,5 

— 

47.5 

49,4 

48,7 

— 

— 


? 

— 

— 

— 

— 

— 

— 

— 

— 

— 

51,3 

48,2 

1965 


— 



— 

42,5 

— 

— 

__ 

43,3 

— 

45,1 

47,1 


$ 

44,9 

43,8 

— 

— 

41,6 

— 

41,4 

— 

47 4 

— 

— 

1991 


38,0 

39,9 

— 

43,9 

44,2 

— 

43,3 

— 

— 

— 

— 


$ 

— 

— 

— 

— 

— 

— 

— 

44,5 

46,4 

49,2 

48,9 


54) Chick-Roscoe, Biochemic. J. 20, 622 (1926). 

54a) Dutcher c. s., J. of biol. Chem. 66, 401 (1925). 

9 * 
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No.of 


Dose of irradiated ergosterol 

in international units of vitamin D 

Sex 


(1 unit = 0,1 y of irradiated ergosterol) 


litter 


0 j 

0,01 

0,02 

1 0,03 

1 

0,05 

1 0,08 

1 0,1 

0,2 

0,32 

0,64 

1,28 

1828 

â 

32,6 

31,8 



33,5 



40,7 

38,3 

40,3 

43,1 

— 

— 


$ 

— 

— 

“ 38,1 

— 

39,7 

[ — 

— 

— 

— 

— 

— 

1834 

c? 

34,6 

38,1 

36,8 

36,7 

39,3 

39,6 

— 

— 

— 

— 

— 


9 

— 

— 

, — 


— 

— 

38,7 

40,4 

41,2 

— 

— 

1854 

â 

— 

— 

1 — 

— 

36,7 

— 

— 

— 

— 

— 

— 


$ 

32,5 

33,7 

36,0 

36,5 

— 

39,5 

45,0 

46,0 

45,8 

— 

— 

1869 


— 

33,8 

31,9 

31,4 

— 

— 


— 

— 

— 

— 


9 

33,7 

— 

1 

— 

31,4 

36,4 

34,6 

41,4 

43,3 1 

— 

— 

1867 

c? 

— 

— . 

_ 

— 

— 

— 

— 

31,7 

37,3 i 

— 

— 


? 

28,4 

33,1 

î 28,5 

27,0 

27,1 

30,3 

34,9 

— 

— 

— 

— 

1875 

â 

— 

— 

36,4 

— 

38,2 

— 

44,4 

■ — 

41,6 , 

— 

— 


9 

31,0 

37,3 

— 

38,8 

— 

39,6 

— 

47,4 i 

— 1 

— 

— 

1988 


35,0 

39,1 

— 

— 

44,4 

— 

43,5 

44,0 

47,8 

— 

— 


O 

— 

— 

— 

48,1 

— 

__ 

1 

— 

— 

49,8 

46,8 

2057 


— 

— 

— 

— 

— 

— 

— 

— 

43,4 

45,6 

43,0 


9 

27,5 

32,6 

— 

34,5 

38,9 

— 

39,1 

44,8 

— 

— 

— 

2060 


31,3 

30,1 

— 

36,1 

39,7 

— 

43,2 

45,4 

46,3 i 

— 

— 


9 

— 

— 

— 

— 

— 

— 

1 - i 

1 

— j 

48,8 

48,2 

2095 


24,9 

29,1 

— 

32,6 

35,1 

— 

— 

41,9 

44,1 

— 

— 


9 

— 

__ 

— 

__ 

— 

— 

40,1 

— 

— ! 

47,2 

47,6 

V. of 20 litters | 

35,9 1 

37,4 

— 

38,6 

40,2 1 

— 

i 42,2 

44,1 

45,2 

__ 

— 

V. of first 10 litters; 

1S),6 

’40,8 

— 

41,7 

43,3 j 

— 

44,1 

45,8 

46,9 

— 

— 

0dose,ash ov(t 35% | 












V. of 

last 10 lit- 

31,2 

33,9 

— 

35,5 

37,1 

— 1 

40,2 

42,3 

43,4 

— 

— 

ters; 0 dose, ash 


1 










under 

35% 












V. of 

8 litters in- 

33,8 

35,1 

36,3 

35,6 

36,7 

38,4 

39,6 

4271 

42,2 

— 

— 

cliiding 0,02 and 
0,08 unit doses 












V. of 12 litters in- 
eluding 0,64 and 
1,28 unit doses 

37,3 

38,9 


40,7 

42,5 

1 

43,9 

45,4 

47,1 

48,2 

47,7 


Tabelle 46. The same sériés of averages, calculated as the A/R ratio 



Doi 

0 1 

se of i 
min 
0,01 1 

rradia 
D (1 
0,02 1 

Lted ergoste] 
unit = 0,1 
0,03 1 0,05 j 

[•ol in 
y of 
0,08 

internationf 
irradiated ( 
0,1 1 0,2 1 

il unit 
?rgost( 
1 0,32 

-s of V 
erol) 
0,64 

ita- 

1 1,28 

Av. of 20 litters 

0,58 1 

0,61 1 


0,64 1 

0,69 

— 

0,741 

0,80 

0,83 


— 

Av. of first 10 lit- 
ters ; 0 dose, ash 
O ver 35 % 

0,69 

0,70 


0,72 

0,77 


0,80 


0,89 



Av. of last 10 lit- 
ters; 0 dose, ash 
under 35% 

0,46 

0,52 


0,56 

0,60 


0,68 

1 0,74 

0,77 

1 


Av. of 8 litters in- 
cluding 0,02 and 
0,08 unit doses 

1)752 

0/55 

0,58 

0,56 

0,59 


0,66 

0,74 

1773 

1 


Av. of 12 litters in- 
cluding 0,64 and 
1,28 unit doses 

0,61 

1),6¥^ 


1)770 

0,75 


1 0,79 

1 

0,84 

0,90 

0,93 

0,91 
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Tabelle 47. The same sériés of averages, calculated as percentage 
ash in the dry non-extracted bone 


Av. of 20 litters 

i 31,7 

32,6 

— 1 

i 34,0 

35,1 

— 

37,0 

37,8 1 

38,4 1 

_ 

— 

Av. of first 10 lit- 
ters; 0 dose, ash 
over 35% 

34,9 

35,8 


36,9 

37,9 

“ 

39,0 

39,7 

40,6 


_ 

Av. of last 10 lit- 
ters; 0 dose, ash 
\mder 35% 

28,4 

29,4 


31,1 

32,3 


34,9 

35,9 

36,1 



Av. of 8 litters in- 
cluding 0,02 and 
0,08 unit doses 

29,4 

29,9 

32,6 

31,3 

32,2 

33,8 

34,6 

35,9 

36,3 



Av. of 12 litters in- 
cluding 0,64 and 
1,28 unit doses 

33,1 

34,4 


35,8 

37,1 


38,5 

39,1 

39,7 

40,8 

39,3 


ftati 


Abb. 64 bringt die Auswertungskurve für die Ergebnisse: 

Abb. 65, nach dor die Ergebnisse aiich ansgfîwortet werdon konnen, zeigt die 
logarithmische Beziehung zwischen Wirkimg iind Dosis. Wie ersichtlich, gilt sio 
jcdocli mir bis zvi oim^m 
D-Wert von 1,28 E., weil 
die Vorkalknng dnrch den 
Phosphorgehalt der Biat 
begrenzt wird . B(‘i kloinen 
Doson besteht ebenfalls 
keine (Jboreinstirnmung. 

Der Aschentest miiB des- 
halb mit Dosen von 
0,03—0,64 E. D. pro Tag 
ansgeführt wcrden nnd 
liefert richtige Ergebnisse, 
die mit den nach anderen 
Methoden gewonncaien 
si ch decken, 

Eine Vereinfachimg 
der Berechmmg der Wirk- 
samkeit ans den Asche- 
werten haben Bour- 
d il Ion nnd Bruce an- 
gegeben55). Danach ste- 
hen die Aschenwerte der 

Ti(>re, die mit dem l)ekannten Standardpraparat behandelt wurden, mit d(an 
Aschenwert der Versuchstiere nnd mit der Wirksamkeit des imbekannten Prâparats 
in Beziehung nach der Gleichung: 


35 


30 


00-01 0'C5 


0.1 0.2 
Dose inunits ofvitaminD 


0.32 


Abb. 64. Aschew(‘rte in ”/o der getrocknetcm, extra- 
hierten Knochen junger Ratten auf der rachitogencai 
Kost 3143, die steigendo Dosen des intern. Vitamin 
D- Standards enthielten. (Nach Hume.) 


1 


(n 2 — nj) • log 2 
X 


wo Di und Dg die Dosen sind, die die Aschenprozente Ug und n^ geben und X die 
Vermehrung der Asche bei Verdoppelung der Vitamindosis darstellt. Aus dieser 
Gleichung erhalt man die Beziehung zwischen bekannter und luibekannter Dosis. 

Key und Morgan verglichen den Line-Test (s. oben) mit der prophylaktischen 
Aschenmethodo und fanden gute Übereinstimmung. Sie fütterten die Tiere mit 
der Steenbock-Kost 28 Tage lang unter Zugabe der zu untersuchenden Substanz, 


55) Bourdillon-Bruce, Biochemic. J. 26, 506 (1932). 



134 


tôteten sie und veraschten die getrockneten, extrahierten Knochcn. Bei der Aus- 
wertung von Fischmehl ergab sich folgendes Bild, für dio negativen Kontrollen, 
positiven Kontrollen (0,1 E. D) und Versuchstiere, die in der Kost 0,5% Fisch- 
mehl erhielten; 

Tabelle 48 



Showing 

percontage 

ash in dry 

fat-free bones of rats 

receiving 

Litter 

No 

dose 

0,5 % fish meal 

0,1 unit vitamin D 


Rat 

% Ash 

Rat 

% Ash 

Rat 

% Ash 

1199 

6975 

i 27,0 

6977 

41,1 

6979 

46,1 ^ 


6976 

i 26,25 

6978 

37,3 

6980 

40,7 

1193 

6940 

1 29,1 

6942 

32,3 

6944 

39,4 


6941 

33,8 

6943 

40,5 

6945 

40,6 

1208 

1 7027 

31,6 

7029 

38,0 

7031 

31,9 

! 

7028 

30,1 

7030 

40,7 

7032 

40,9 

1213 

7051 

i 30,2 

7052 

37,3 

7053 

42,3 

1218 i 

7074 

i 26,8 : 

7075 

31,0 i 

7076 

39,3 

Average values 

29,4 

1 

37,3 1 


40,1 


Die Tiere fraI3en im Durchschnitt pro Tag 0,039 g des Fischmohls. Diese Menge 
entspricht fast einor Dosis von 0,1 E. Vitamin D. 1 g Fischmehl enthâlt also 2,5 E. 
Vitamin D. Nach dorn Line -Test ergab sich bei den unbehandelten Tioren ein 

Skalenwert von 0,7. Die Ab- 
lesimg der Werte mu Ote also 
an der Kurve für schwore 
Rachitis erfolgen. Dio Kost 
mit 2,5 % Fischmehl ergab 
einen Skalenwert von 5,1. Die 
Verabroichung von 0,25 E. 
Vitamin D führte zu einom 
Wert von 4,35. Die Tiere 
frafien etwa 0,22 g Fischmehl 
pro Tag. Bei der Auswertimg 
ergab sich ein Wert von 2,75 
E. Vitamin D pro Gramm 
des Mehls. 

Steenbock-Hart und 
Hanning 56) modifizierten 
die Aschenmethode, iiidem sie 
als weiteres Kriterium auficr 
dem Aschenwert auch noch 
dio Dicke der Gelenke und 
Breito von Radii, Ulnae und 
Metaphyse mossen, die bei der 
Rachitis aufgetrieben sind. Sie 
nehmen junge Ratten im Alter 
von 22 — 25 Tagen mit einem 
Gewicht von etwa 60 g. Die 
Tiere erhalten die Steen- 
bock- Kost, werden wôchentlich gewogen und einzeln in Kâfigen gehalten. Die Ein- 
teilung in Serien geschieht wie oben. Die Tiere erhalten prophylaktisch 5 Wochen 
lang die zu untersuchende Substanz. Die Knochen werden freiprapariert. Dio 
Aschenbestimmung geschieht in der fettfreien Trockensubstanz (Fémur). Dio 
Rippen werden makroskopisch untersucht, die Gelenke mikroskopisch nach der 
Méthode von Hopkins. Ein Beispiel geht aus folgender Tabelle hervor: 

56) Steenbock c. s., J. of biol. Chem. 88, 197 (1930). 



Abb. 65. Kurve zur Umrechnung der Aschewerte 
(Ordinale in 7 ü) Vitamin D-Einheiton. 
Kurven a, b, c sind diosedben wie in Abb. 64. 
(Nach Hume.) 
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Tabelle 49. Antirachitic Value of Milk 
Bone Analyses of Rats on a Rachitogenic Ration Plus 4 Ce. of Milk Daily from 
Cows Which Received 200 Gm. of Non-Irradiated or Irradiated Yeast Daily 


Rat 

No. 


Condition of 
costochon- 
dral junc- 
tions 

V 

'd 

cS 

/idth o 

M 

f: 

>> 

0^ CO 

CO ^ 

1 ” 

Average for 

rat : 

Ash in 

O 

«+-I 

O A 
bc d 
es O 

O iü 
< 

Average for | 
rat O ! 

CD ! 

Average for 
group 




mm. 

mm. 

mm. 

mg. 

mg. 

percent 

per cent 

69 0^ 

Cow 1. Non- 

Ver y much 

3,5 

3,0 

2,0 

40,8 


32,4 



irradiated 

enlarged 








70 

yeast 

,, ,, 

3,0 

2,5 

2,0 

43,3 


34,3 


71 $ 

period 

,, ,, 

3,0 

2,5 

2,0 

41,2 


34,3 


72 d 


Slightly en- 

3,0 

2,5 

1,0 

81,9 

51,8 

47,0 

37,0 



larged 








93 d 

Cow 2. Non- 

Very much 

: 3,0 

2,0 

2,0 

38,1 


30,6 



irradiated 

enlarged 

i 







94 ? 

yeast 

Enlarged 

1 3,0 

3,0 

1,5 

48,8 


38,4 


95$ 

period 

VcTy much 

3,0 

2,0 

1,5 

41,0 


35,1 


i 


enlarged 





i 



96 $ 



3,0 i 

i 2,5 

2,0 

39,5 

1 41,9 

32,7 

34,2 

73 $ 

Cow 1. Irra- 

Normal 

3,0 

2,0 

< 0,5 

94,3 


53,7 


74 

diated 


3,0 

2,0 

< 0,5 

84,8 


50,9 


75 d 

yeast 


3,0 

2,0 

< 0,5 

89,0 


49,6 


76 

period 


2,5 

2,0 

< 0,5 

114,6 

95,7 

52,5 

51,7 

97 $ 

Cow 2. Irra- 

Normal 

2,5 

2,0 

< 0,5 

90,1 


50,6 



diated 

,, 

2,5 

2,0 

< 0,5 

93,1 


51,1 


99 $ 

yeast 

,, 

2,5 

2,0 

< 0,5 

99,8 


53,8 


100 $ 

period. 


2,5 

2,0 

< 0,5 

94,3 

94,3 

53,6 

52,3 


2. ])cr Knochenkalktest von Sherman-Stiebeling 57). 

Sherman und Stiebeling gehen in der Bestimmung des Vitamins D 
einen ganz anderen Weg, indem sie nicht mit einer rachitogenen Kost arbeiten, 
in der neben dem D-Mangel auch das Verhàltnis der Mineralien gestôrt ist, 
sondern mit einer Kost, die in jeder Beziehung ausbalanciert ist und in der nur 
das Vitamin D fehlt. 

Tiere auf einer solchen Kost zeigen Verkalkungsstorungen, die dur ch Ver- 
abreichung des Vitamins D spezifisch verhütet oder geheilt werden konnen. 
Auch das Waehstum der Tiere ist gestôrt (Waehstumstest). Der Test beruht 
auf der Erscheinung, dafi im prophylaktischen Versuch die Aschenmenge der 
Knochen dem verabreichten Vitamin D proportional ist. 

Junge Ratten ans einer Zucht mit der Sherman-Diat B werden im Alt(îr 
von 21 — 28 Tagen auf die oben angegebene Kost gesetzt. Sie wiegen bei Versuchs- 
anfang etwa 25 — 45 g. Die Tiere werden in Gruppen aufgeteilt, wodurch gleich- 
wertige Serien entstehe^n. Für die Auswertung einer Substanz benôtigt man min- 
destens 5 Würfe. Die Tiere erhalten serienweise 1. das Grundfutter ohne Zulage, 
2. eine bestimmte Dosis Vitamin D oder aber UV.-Bestrahlung, 3. die zu unter- 
suchende Substanz in verschieden abgestuften Dosen. Die Tiere werden am 56. Le- 

57) Sherman- Stiebeling, J. of biol. Chem. 88, 687 (1930;) 83, 497 (1929); 
Dissertation New York 1928. 
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Tabelle50. ComparisonofPrecisionof Se veralCriteria for Expressing 
Degree of Calcification of Bones, in Fout Sériés of Experiments 



S 

a 

B 

« 

fl 



Green fémur 

Dried extracted fémur 


Ash 


■z_ 

1-0 
t: 0 


No. 

Ash 

Ca 

No 

1 Ash 

Ca 


Organic residue, 
ratio 

; Série 

x’C 



of 

rats 

Mean | P.E.*) 

Mean | P.E.*) 

of 

rats 

j Mean | P.E.*) 

Mean |p.B.*) 

of 

rats 


days 

days 



per cent 

per cent 


per cent 

per cent 



A 

0 

28 

Positive 












oontrol group 
Négative 

17 

26,54 0,20 

9,69+0,09 

17 

53,64:0,36 

19,6+0,14 

17 

1,16+0,016 




control group 

36 

20,64-0,19 

7,72+0,07 

36 

47,8+0,32 

17,8-f0,12 

36 

0,92+0,011 




Différence 


5,94 0,28 

1,974 0,11 


5,84 0,48 

1,8t 0,18 


0,24 40,019 




Critical ratio**) 


21 

18 


12 

10 


13 

B 

0 

35 

Positive 












control group 
Négative 

14 

28,1+0,36 

10,45+0,14 

14 

59,44:0,34 

22,1+0,11 

14 

1,47:40,019 




control group 

20 

22,5 1 0,27 

8,31+0,10 

30 

54,0-40,33 

20,0+0,13 

20 

1,174 0,020 




Différence 


5,6-h0,45 

2,14+0,17 


5,44-0,47 

2,14 0,17 


0,30 40,028 




Critical ratio 


12 

13 


12 

12 


11 

C 

24 

28 

Positive 












control group 
Négative 

11 

30,94:0,57 

11,704:0,25 

11 

59,310,52 

22,5;+0,26 

11 

1,464 0,031 




control group 

13 

25,6f0,34 

9,524-0,13 

13 

53,2 1 0,45 

19,8-40,23 

13 

1,1.5+0,024 

! 



Différence 


5,3+0,66 

2,18 +0,28 


6,14 0,69 

2,74 0,35 


0,31+0,039 




Critical ratio 


8 

8 


9 

8 


8 

D 

31 

28 

Positive 












control group 
Négative 

19 

29,3+0,30 

10,96+0,16 

18 

58,14:0,31 

21,74.0,14 

19 

1,40 40,018 




control group 

13 

20,4+0,52 

7,41+0,18 

13 

47,7 f-0,79 

17,4 1-0,30 

13 

0,934 0,030 




Différence 


8,9 t 0,60 

3,55 1 0,24 


10,4+0,84 

4,3 40,33 


0,47 1-0,035 




Critical ratio 


15 

15 


12 

13 


13 


Tabelle 51. Effect upon Growth and Calcification of Adding Graded 
Portions of Whole Mille Powder between 2l8t and 56th Days 


Additions of milk 

No. of cases 

Average 

woight 

3 -S 
i -S 

fl 

Average gain 

Average 

weight . 

Ca in 

fresh fémur, 

, ^ per 

fémur Fémur ^ ^ 

Fresh Ca 

Improve- 
nient over 
négative 
Controls 

h 

fl fi fi 

^ Cl .SS 



gm. gm. 

gm. 

gm. gm. 



Négative Controls . . . 

13 

30 77 

47 

0,304 0,0246 8,09+0,83 



750 mg. per wk. . . . 

13 

31 92 

61 

0,347 0,0286 8,24+ 1,06 

0,15 

6 

1500 „ „ „ . . . 

13 

30 103 î 

73 

0,345 0,0311 9,01 + 0,76 

0,92 

39 

2250 „ „ „ . . . 

13 

29 98 

67 

0,355 0,0353 9,94 + 0,73 

1,85 

78 

Positive Controls . . . 

17 

30 98 1 

68 

0,364 0,0381 10,47 + 0,60 

2,38 

100 


*) P. E. indicates the probable error. 

**) The term critical ratio is here used to indicate the ratio of the différence to 
its probable error. 
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benetag getôtet, die Knoohen freiprapatriert, der Fémur gewogen, verasoht und die 
Aache bestimmt. 

Die Bestimmung der Aschenmenge in der Feuchtsubstanz, in der Trocken- 
substanz, die extrahiert wurde und andere Ausdruoksformen der Werte sind 
gleichwertig. Fine Bestimmung der Asche in der feuchten Substanz ist aber 
aus Zeiterspamis vorzuziehen. Die Tabelle 50 zeigt die verschiedenen Ausdruoks- 
weisen der Ergebnisse. 

Aus Tabelle 51 und 52 ist ein Beispiel ersiohtlich. 


Tabelle 52. Effect of Graded Amounts of Supplementary Vitamin D 
upon Calcium Content of Fémur 



Supplément to basal diet 
per wk 

Cases j 

Pre- [ 

experimental | 
period j 

Experimental 

period 

Ca in 
fer 

Rela- g '§ 
tive to g 

Controls 




days 

days 

per cent 

per cent 

Sériés I 

None 

12 

0 

36 

7,9 



0,76 gm. whole milk powder 

10 

0 

36 

8,0 



1,50 „ 

11 

0 

36 

8,9 

37 


2,25 „ 

8 

0 

36 

9,7 

68 


Ultra-violet irradiation*) 

11 

0 

36 

10,6 

100 

Sériés II 

None 

6 

31 

28 

7,8 



1,50 gm. whole milk powder 

6 

31 

28 

8,9 

32 


3,00 „ 

7 

31 

28 

10,3 

74 


4,50 „ 

9 

31 

28 

11,0 

94 


Ultra- violet irradiation*) 

10 

31 

28 

11,2 

100 

Sériés III 

None 

6 

70—96 

66 

8,7 



0,75 gm. whole milk powder 

5 

70—96 

66 

10,0 

41 


1,50 „ 

7 

70—96 

66 

10,8 

66 


3,00 „ 

6 

70—96 

66 

12,3 

111 


Ultra- violet irradiation*) 

4 

70—96 

66 

11,9 

100 

Sériés IV 

None 

6 

0 

28 

7,7 



18 cc. fresh whole winter milk 

6 

0 

28 

8,4 

29 


24 „ „ 

4 

0 

28 

8,7 

42 


48 „ 

4 

0 

28 

9,2 

63 


60 „ „ 

3 

0 

28 

9,6 

76 


Ultra-violet irradiation *) 

9 

0 

28 

10,1 

100 

Sériés V 

None 

7 

31 

28 

7,1 



24 cc. fresh whole winter milk 

7 

31 

28 

8,0 

1 21 


48 „ „ 

6 

31 

28 

8,5 

33 


60 „ „ 

3 

31 

28 

9,3 

61 


Ultra-violet irradiation*) 

7 

31 

28 

11,4 

100 


* ) 10 minutes daily (except Sunday ) during the experimental period. The bottom 
of the cage was 22 inches from the arc of Alpine sun lamp No. 1111, operated on 
a D. C. of 110 Molts; capacity 4 amperes; arc 8,0 cm.; manufactured by Hanovia 
Chemical and Manufacturing Company. According to Anderson (Hanovia Chem, 
and Mfg. Co., Besearch Lab. Bull. No. 200 (1926)), lamps of this description émit 
an ultra- violet radiation of such a nature that in a solution containing 6,3 gm. of 
ppre oxalic acid and 4.27 gm. of uranyl sulfate (XJO2 • SO4 • SHjO) per liter, exposed 
in a rectangular quartz cell in a layer 1.8 cm. thick at a distance of 8 inches from 
the arc, the décomposition of 1 mg. of oxalic acid in 30 minutes corresponds to the 
absorption of 4.84 x 10® ergs per sq. cm. per second. 


9 ' 
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Die Werte der Aschen werden mit denen der Tiere desselben Wurfs ver- 
glichen imd relativ zu der Aschenmenge des imbehandelten Tieres und des mit 
einer bekannten Dosis behandelten Tieres gewertet. 

Die Méthode hat sich bei der Bestimmung des D-Gehalts der Milch gut 
bewàhrt. Es zeigte sich, daB die Ergebnisse fur den D-Gehalt der Milch spe- 
zifisch waren und nicht etwa durch andere Milchbestandteile, wie Phosphate, 
hervorgerufen wurden. 

Hume- Smith- Smedley-McLean 68) benutzten die Kost von Leigh-Clare 
und verglichen sie mit ihrer eigenen Diàt F. Die Ergebnisse waren durchaus zu- 
friedenstellend. 

f) Weitere als Test auî Yitamin D vorgcschlagene Reaktionen 

Stoffwechselwirkung des Vitamins D. Bei grôBeren Tieren, wie Kanin- 
chen, Hund und Ziege, ist die Stoffwechselwirkung des Vitamins D zur Auswertimg 
unbekannter Substanzen herangezogen worden. Die Méthode gibt zuverlâssige 
Werte, ist aber umstândlich. Sie kann natürlich auch bei Ratten angewandt werden 
(Boas 69)). Dagegen ist die von Warkany 60) als Test vorgeschlagene Reaktion, 
die Erhôhimg dos Blutphosphatspiegels nach groBen D-Gaben, unspezifisch. 

Versuche an Hühnchen. Aus lotztor Zeit liegen Versuche an Kücken vor, 
die prophylaktisch mit der zu untersuchenden Substanz behandelt wurden. Sie or- 
halten vom ersten Tag ab eine Kost aus 20 Teilen Magermilch, 20 Teilen Weizenmehl, 
(mittel), 2 Teilen Knocherunehl, 67,5 Teilen Maismehl und 0,5 Teilen Kochsalz. Sie 
zoigen, wenn man sie unbehandelt lâBt, in etwa 7 Wochen Rachitis. Als Kriterium 
der Wirkimg des Vitamins D gelten Blut-, Kalk- imd Phosphat werte, auch die Be- 
stimmung der Kiiochenasche wurdo herangezogen. In manchen Fallen stützt sich 
die Beurteilung der Befunde auf eine Rôntgenaufnahme oder auf ein Sektionsproto- 
koll. Nach Dois 61) zeigen rachitische Kücken eine Einbuchtung der Rippen mit 
Verdickimgon, Erscheinungen, die als Diagnose der Rachitis besser sind als z. B. 
Knochenaschebestimmung u. a. Die rachitogeno Kost bestand nach Dois aus: 
Weizenmehl (mittel) 60 Telle, Mais (gelb) 144 Telle, Casein (roh) 30 Telle, Hefe 
3,5 Telle, Salz 2,5 Telle. 

Fast samtliche Auswertimgen am Kücken ergeben, dal3 es ein Vielfaches der 
für die Ratte genügenden Menge an Vitamin D benôtigt. Weiter wmde festgestellt, 
daB die Lebertranwirkung eine andere ist, als die dos bestrahlten Ergostcrins. Der 

Tabelle 53 


01 

Zahl der Tiere 



Zahl der Tiere 
nach 6 Wochen 
am Leben 

Gewicht 
nach 6 Wochen 

Prozent 
Asche in 
Tibia u. Fibula 


1. Kost 

von 

Hart- Klîne - 

K e e n a n 63) 


Sardinenôl . . 

20 


17 

318,5 

42,04 

Lebertran . . 

20 


18 

330,8 

43,37 

Kontrolle . . 

20 


18 

226,6 

33,25 


2. 

Kost 

von Gutteridge 64) 


Sardinenôl . . 

13 

I 

13 

366,0 

! 42,11 

Lebertran . . 

14 

1 

14 

361,4 

43,53 

Kontrolle . . 

14 

1 

1 

14 

267,4 

33,21 

68) Hume 

c. s., Biochemic. 

J. 22, 980 (1928). 



69) Boas, Biochemic. J. 18, 425 (1924). — Bethke c. s., J. Nutrit. 6, 413 (1933). 

60) Warkany, Klin. Wschr. 1930, 2152. 

61) Dois, Arch. néerl. Physiol. 19, 290 (1934). 

63) Hart c. s.. Science 73, 710 (1931). 

64) Gutteridge, Sci. Agricult. 12, 327 (1932); 13, 374 (1933). 
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Test ist môglicherweise für Vitamin D nicht spezifisch und beruht vielleicht auf der 
Bestimmung einer weiteren im Lebertran vorkommenden, von don Vitaminen A und D 
verschiedenen Substanz, die vom Kücken benôtigt wird. Man mu6 z. B. vom be- 
strahlten Ergosterin zur Erreichung einer normalen Knochenbildung 16 — 20 mal 
mehr Ratteneinheiten geben als vom Lebertran. 

Als Beispiel sei eine Auswertung nach Biely-Palmer 62) mit zwei verschie- 
denen Kostformen gebracht. Über dieVerfütterung einer Kost mit 1% s. Tabelle 53. 

Die leg weakness erzeugende Kost nach Hart c. s. hat folgende Zusammen- 

setzung: Mais, gemahlen 59 Teile 

Weizen, mittel 25 ,, 

Casein, roh 12 ,, 

Calciumcarbonat 1 ,, 

Calciumphosphat 1 ,, 

Hefe 1 ,, 

Salz 1 ,, 


Die hervorgerufeno leg weakness ist viel schwerer als auf anderen Kost- 
mischungem, wie z. B. auf der Waddellschen Kost: 


Mais, gemahlen 40 Teile 

Weizenkleie 20 ,, 

Weizen, mittel 20 ,, 

Alfalfa-Mehl 5 „ 

Buttertrockenmilch 4 ,, 

Fleisch-Rückstànde 4 ,, 

Fischmehl 4 ,, 

Austernschalenmcîhl 2 ,, 

Salz 1 ,, 


Nach Fütterung vorstehender Mischung erscheinen die Symptôme der 
leg weakness in 3 — 4 Wochen gleichzeitig mit Wachstumsstillstand. Die ersten 
Erscheinungen der leg weakness machen sich beim Gehen der Tiere bemerkbar. 
Sie zeigen ein schwankenden, ,,schwindeligen Gang“ und sitzen zusammen- 
gekauert in einer Ecke des Kàfigs. Nach Waddell sind etwa 10 Ratteneinheiten 
Vitamin D pro 100 g als Prophylaxe gegen leg weakness genügend. An Ergosterin 
sind dagegen 25 mal mehr Ratteneinheiten erforderlich. Die Versuche wurden 
stets an 1 Tag alten Kücken, die in besonderen heizbaren Kâfigen gehalten 
werden, ausgeführt 64 a) . 

Waddell kommt neuerdings zu der Feststellung, daB das Ergosterin 
nicht das Pro vitamin D sein kann, da durch Bestrahlung von Cholesterin 
gegen die leg weakness sehr viel wirksamere Pràparate erhalten wurden als 
durch UV.-Bestrahlung des Ergosterins oder von Gemischen aus Ergosterin und 
Cholesterin. Das bestrahlte Cholesterin kommt in der Wirkung der Lebertran- 
prophylaxe gleich. Im Einklang mit dieser Beobachtung steht die Tatsache, 
daB Kücken auBerordentlich leicht auf die UV.-Bestrahlung ansprechen. Eine 
3 Minuten dauernde UV.-Bestrahlung genügt schon, um die Tiere auf der leg 
weakness erzeugenden Kost 1 Woche lang wirksam zu schützen (Scott 64b)). 

62) Biely'c. s., Sci. Agricul. 14, 136 (1933). 

64a) Mussehl c. s., Poultry Sci. 9, 334 (1930). — Russell c. s., Dass. 10, 269 
(1931); J. of biol. Chem. 99, 109 (1933); 80, 166 (1928); 91, 493 (1931). — Steen- 
bock c. s., J. of biol. Chem. 97, 249 (1932). — Bethke c. s., J. Nutrit. 6, 413 (1933). 
— Waddell, J. of biol. Chem. 105, 720 (1934). 

64b) Scott c. s., Poultry Sci. 9, 65 (1929). — Hess c. s., Proc. Soc. exper. 
Biol. a. Med. 27, 609 (1930). 



140 


E. Fehlei^renzen imd Auswertimgsbereich 

Nach Bills (1. c. 32) soU die FehJergrenze des Line-Test etwa 10 — 14% 
betragen. Der kurative Rôntgentest nach Bourdillon c. s. (1. c. 42) arbeitet 
beim Vergleich zweier Substanzen an 20 Rattenpaaren mit einer Genauigkeit 
von 10%. Unter denselben Bedingungen hat die prophylaktische Rôntgen- 
methode von Bourdillon (1. c. 50) eine Fehlergrenze von 12 — 15%, wenn die 
Auswertung mit Dosen geschieht, die zwischen 0,05 — 0,2 E. liegen. Bei grôBeren 
oder kleineren Dosen steigen die Fehlermoghchkeiten erheblich. Die pro- 
phylaktische Méthode der Knochenaschebestimmung zeigt in den Grenzen 
0,03 — 0,64 E. den kleinsten Fehler von 13 — 16%. Der Line-Test nach Morgan 
(1. c. 40) bestimmt das Verhaltnis zweier Substanzen an 20 Rattenpaaren mit 
einem wahrscheinlichen Fehler von 5,4 %. Der Line-Test von Coward erreicht bei 
Dosen zwischen 0,2 und 1,5 E. eine Genauigkeit von etwa 12 % (Coward , 1. c. 36). 

IV. Spektroskopische Untersuchiing auf Yitamin D 

Dio spektroskopische Untersuchung auf Vitamin D z. B. nach der Méthode 
von Tixier64c), ist für Reihenversucho zu iimstândlich und schwierig, als dal3 
sie den biologischen Versuch ersetzen kônnto. Auch sollen bei biologisch gleich- 
wertigen Prâparaten damit unterschiedliche Werte erhalten sein. Absorptions - 
spektren des Vitamins D und des Ergosterins wurden besonders von Bourdillon 
c. s., Morton c. s. und Pohl beschrieben (s. 1. c. 1 — 3)). 


y. Der Vitamin D- Standard 65) 

Der von der Vitaminkonferenz des Vôlkerbundes festgelegte Standard ist 
eine 0,01 %ige Lôsung von bestrahltem Ergosterin in Olivenôl. 1 mg dieser 
Losung ist eine Einheit (MRC.-Einheit, Medical Research Council-Einheit). 

Die Herstellung geschieht durch Bestrahlung einer 0,1 %igen Lôsung von 
reinem Ergosterin in absolutem Alkohol 30 Minuten lang im rotierenden Quarz- 
rohr mit unfiltriertem Quecksilberdampfhcht aus 15 cm Abstand. Der Alkohol 
wird unter vermindertem Druck bei 45® entfemt und der Rückstand in Olivenôl 
zu 0,01 % gelôst. Eine Einheit ist also 0,0001 mg — 0,1 y. 

Die Einheit ist mit der Coward -Einheit identisch. Auch die englische 
Einheit, d. h. diejenige Menge, die nach Stàgiger Behandlung tâglich verab- 
reicht, bei rachitischen Ratten beginnende Heilung erkennen làBt (bei min- 
destens 20 Tieren) ist der MRC.-Einheit gleich. 

Der Standard ist vom Reichsgesundheitsamt zu beziehen. 

1 MRC.-Einheit entsprechen 5 — 6 Poulsson-Einheiten oder 6 — 8 Schutz- 
einheiten. 

100 Schutzeinheiten sind gleich 1 kUnischen Einheit (Laquer). 

Die internationale Einheit wurde von der Londoner Vitamin- 
konferenz 1934 beibehalten. 

Erwâhnt sei noch, daB die oft benutzte S teenbockr Einheit etwa 2,7 inter- 
nationalen Einheiten gleichkommt. 

’ ëi^ TÏxier, C. R. Acad. Sci. Paris 188, 203 (1929). 

65) Vitamins: A sTirvey of présent knowledge, London, His Majestys State 
Office 1932, Med. Res. Council Spez. Rep. ser. 167. — Steenbock, J. of biol. Chem. 
97, 249 (1932). 
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' VI. Der Vitamin D-Bedarf (siehe l. c. i —3) 

Fast aile Laboratoriumstiere benôtigen das Vitamin D. Der Bedarf ist 
abhàngig von der Minerakelation der Nahrung. 

Der Bedarf der Kinder liegt bei etwa 1 klinischen Einheit pro die. Zur 
Heilung einer Rachitis sind mindestens 5 klinische Einheiten pro die er- 
forderlich. 

Auf genügende D-Zufuhr muB ganz besonders geachtet werden. Das Vitamin 
D ist fast das einzige Vitamin, das in der Kost nnserer Breiten fehlen kann. 


VII. Speicherimg des Vitamins D (siehe 1. c. 1—3) 

Für den Tierversuch wichtig ist die D-Speicherung, die bestimmte Ratten 
für den D-Test überhaupt unbrauchbar machen kann. Erhàlt eine Rattenzucht 
reichlich fettlôsliche Vitamine, so lâBt sich gewohnlich bei den Jungen keine 
Rachitis erzeugen. Auch die Resistenz kknnerer Würfe ist auf D-Speicherung 
zurückzuführen. Ebenso kann eine bestehende Rachitis durch einmalige Zu- 
fuhr einer groBen D-Dosis abheilen, weil das Vitamin zunachst in den Depots 
abgelagert wird. Als solche kommen in Frage die Haut-, Muskel- und Fett- 
gewebe und bei Vôgeln namentlich die Bürzeldrüse. 


VIll. Yorkommen des Vitamins D 66) 


Tabelle 54 


Substanz 


Klinische Einheiten 
pro g 


Prophylaktische oder t liera - 
pc'utisch wirksame Menge 


Lebertran 

Butter 

Milch 

Milch, UV.-bestrahlt . . . 
Hefe, UV.-bestrahlfc . . . 
Vigantol ......... 

Frauenmilch 

Olivenôl, Sesamôl . . . . \ 
Sojaôl, ErdnuBôl .... I 
Dieselb. Ole, U\^.-bestrahlt 
Grüne Pflanzen toile . . . 
Dass., nach TJV^.-Bestrahl. 


0,2 — 2,0 
0 , 002 — 0,1 
0 , 001 — 0,002 
0,8 
40 
50 


Alfalfaheu, Kleo 


Kohl, trocken . . 
Tomate, trocken . . 
Kartoffel . . ’. . . 

Eigelb 

Unverseifbares . . . 
Eigelb, TJV^.-bestrahlt 
Hefe, UV.-bestrahlt . 


8 — 12 ccm 
1 ccm 


39 ccm 
Unwirksam 
0,1 ccm 

Fast unwirksam 
10 g 

i Nachweisbare Mengen Vita- 
min D; die 250 g entspre- 
chende Menge àtherlôslicher 
Substanz — wirksam 

I Àther-, Alkohol- oder Ace- 
tonauszug aus der 250 g ent- 
sprechenden Menge — un- 
wirksam 
0,05 g 
0,0005 g 
0,002—0,003 g 
0,25 mg 


66) Scheunert im Handbuch der Lebensmittelchemie. Vitamine. 
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Sehr viel weiter verbreitet als das eigentliche Vitamin ist das Provitamin, Ergo- 
sterin. Fast aile Nahrungsmittel erlangen durch UV.-Bestrahlung starke anti- 
rachitische Wirkung. Die Angaben über den D-Gehalt der Milch schwanken stark. 
Die Ursachen liegen in dertuizulanglichen Mothodik, mit der manche Untersuchungen 
durchgeführt wurden. So bestimmt man z. B. den D-Gehalt der Milch ans der pro- 
phylaktischen oder therapeutischen Wirkung bei Zufütterung im Rattentest auf 
rachitogener Kost, ohne dabei zu bedenken, dafi durch den Phosphatgohalt der 
Milch ein viel zu hoher Vitamin D-Gehalt vorgetâuscht wird. 


IX. Die chemische Natur des Yitamins und Provitamins D 

(siehe 1, 2, 66) 

Das Provitamin D ist das Ergosterin. Es wird durch UV.-Bestrahlung in 
das wirksame Vitamin umgelagert. Die photochemische Umwandlung ver- 
làuft nach Windaus in folgenden Stufen: 

Ergosterin 

I 

Lumisterin 

I 

Tachysterin 

I 

Vitamin Dg 

Suprasterin 1 Substanz 248 Suprasterin 2 

Toxisterin 

Bei der UV.-Bestrahlung bildet sich zunâchst Lumisterin, das rechts- 
drehend ist und ein àhnliches Absorptionssprektrum hat wie Ergosterin. Bei 
weiterer Bestrahlung wandelt sich dieses in Tachysterin um, das antirachitisch 
unwirksam, aber stark toxisch ist. Tachysterinacetat liefert mit Citracon- 
sàureanhydrid ein kristallisiertes Anlagerungsprodukt. Bei Überbestrahlung 
entstehen die beiden rechts- bzw. linksdrehenden Suprasterine. Die Art und 
Menge der Umwandlungsprodukte ist abhàngig von der Wellenlàngc des UV., 
von der Dauer der Bestrahlung, vom Lôsungsmittel usw. Die beste Vitamin- 
ausbeute ergibt eine Bestrahlung in Benzol mit dem unfiltrierten Licht des 
Magnesiumfunkens, wenn die Umwandlung des Ergosterins 50% nicht über- 
steigt. 

Die zunâchst isolierte Substanz — Vitamin D^ — erwies sich bei nâherer 
Untersuchung als nicht einheitlich. Sie besteht aus 1 Molekül Lumisterin 
und 1 Molekül Vitamin Dg. Vitamin Dg ist das reine antirachitische Vitamin. 
Die Abtrennung der Begleitsubstanzen war auBerordentlich schwierig. 

Die chemische Konstitution des Vitamins D ist nicht vôllig aufgeklârt. 
Es ist wie aile durch die UV.-Bestrahlung entstehenden Umwandlungs- 
produkte ein Isomères des Ergosterins. Bei der Bestrahlung findet eine 
Umlagerung statt, die die Gestalt der Moleküle so verândert, daB sie im 
Kjîstall oder monomolekularen Film nicht so nahe zusammenrücken kônnen 
wie beim Ergosterin. 

Dio Frage, ob das aus Ergosterin kiinstlich durch UV.-Bestrahlung gobildet© 
Vitamin mit dem in der Natur vorkommenden identisch ist, wird verschiedentlich 
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bezweifelt, da 1. zwisohen beiden in dor Wirkung bei Hühnchenrachitis Diskrepanzen 
bestehen imd da 2. das Verhalten bei der Verseifnng verschieden ist (s. 69)). Um- 
stritten ist weiter die Herkunft des Vitamins im Lebertran (Zufuhr mit der Nahrung ?, 
Synthèse im Fischorganismus ?). Nachgowiesen wurde die Unfâhigkeit des Dorsches, 
Ergosterin in Vitamin D umzulagem. Bewiesen wurde forner die Bildung des Vi- 
tamins D bei der Dunkelkeimung ohne Ein wirkung von Licht. 


X. Eigenschaften des Vitamins D und des Ergosterins 



(1. c. 1 — 3 und 66) 



TabeUe 55 



Vitamin D 

Provitamin 

Wirksamlvcit . . . 
Lôslichkeit .... 
Temperatur- 

bestândigkeit . . 

' 0,015 — 0,02 y pro die im Schutzversuch 
' Aceton, Chloroform, BenzoL Petrolather, Alkohol 
TJV.-bes trahi te Substanzen verlieren selbst bei 
Kochen und Backon nicht die Wirksamkeit. 

Unwirksam 

Dass. 


Oxydations- 

bcstandigkeit . . 
Verseifung . . . . 
Hydrierung . . . . 

Digitonin 

Saurebestandigkeit . 
Besondere 

Eigenschaften . . 
Bei Tierversuchen 
zu beachten . . . 


Im Lebt^rtran bleibt das Vitamin bei 100“ nach ' 
12 — 20 Stundon erhalten 
Erheblich. Bei Durchlüftung von Lebertran * 
(100“, 12 — 20 Stunden) keine Zerstorung 
Zerstôrt nicht (s. abor S. 144) 

Mit Pt-Katalysator ohne zerstôrende Wirkung 
Nicht gcfâllt 

Bei Kontakt mit Mineralsauren langsam zerstôrt 
Durch nitrose Gase zerstôrt ; nicht zerstôrt durch 
H 2 O 2 , H 2 S, SO 2 , Formaldehyd 
Ôlige Lôsungen d(îs Vitamins zoigen bei Zimmer- 
temperatur nach 16 Monaten eiiio Abschwâ- 
chung der Wirksamkeit 


Dass. 


Gefallt 


XI. Methoden der Anreicherung des Vitamins D 

Die Anreicherungsniethoden des Vitamins D sind namentlich für die 
Prüfung solcher Substanzen von Bedeutung, die das Vitamin D nur in kleinen 
Konzentrationen enthalten und daher nicht direkt im Tierversuch verfüttert 
werden kônnen, 

Aus Fetten oder Olen kann das Vitamin durch Verseifung gewonnen 
werden. Man geht dabei in derselben Art und Weise vor, wie bei der Gewinnung 
des Vitamins A aus dem Unverseifbaren der Trane. Eine bewàhrte Verseifungs- 
methode ist die beim Vitamin A beschriebene von Markus. Die unverseif- 
baren Substanzen werden für den Tierversuch in Ol gelôst ausgewertet. 
Aus pflanzlichen Stoffen, z. B. Keimen, kann das Vitamin durch Extraktion 
mit Alkohol, Àther und Chloroform gewonnen werden. Auch eine Aceton- 
Petrolàtherextraktion führt zum Ziel. 

Zucker hat aus Lebertran das Vitamin in einer lOOOfachen Anreicherung 
durch Extraktion mit 95%igem Alkohol, Verseifung und Extraktion der 
Seifen mit Aceton erhalten. Die Reindarstellung aus Lebertran ist nicht ge- 
lungen. Dagegen beschreibt En der 68) in letzter Zeit Verfahren, die eine 


68) Ender, Z. f. Vitaminforschg 2, 241 (1933); 3, 160 (1934). 




144 


erhebliche Anreicherung des Vitamins D aus Leberôlen des Thunfisch ermoglicben. 
Das Ol wird zunàchst mehrmals mit alkoholischer Kalilauge verseift. Der un- 
verseifbare Anteil in heifîem Methanol aufgenommen imd auf — 10® abgekühlt. 
Die Sterine fallen dabei zum grôfiten Teil aus. Durch weitere Abkühlung 
auf — 70® kann die Fraktion von weiteren inaktiven Bestandteilen befreit 
werden. Nach Einengen der Methanollôsung auf des Volumens und er- 
neuter Abküblung auf — 70® fallen weitere Begleitstoffe. Das Vitamin bleibt 
in Ldsung. Nach Verjagen des Methanols bleibt als Rückstand ein tiefrotgelbes 
Ol. Durch Veresterung mit Phthalsàureanhydrid in Pyridin (3 Tage) erhàlt 
man Phthalsàureester, von denen die protolâtherlôslichen nach dem Verseifen 
aktiv sind. Die erhaltenen entsprechenden einwertigen Alkohole wurden zwecks 
weiterer Reinigung einer fraktionierten Destination bei 0,01 — 0,03 mm unter- 
worfen. Die Hauptmenge des Vitamins geht bei Temperaturen unter 150® 
liber. Ein anderer Reinigungsweg besteht in der fraktionierten Ausfrierung 
der Phthalestersàuren in Petrolàther. Die in einer Kàltemischung ausfallende 
Fraktion ist inaktiv. Die vitaminhaltige Fraktion fâllt bei — 70®. Durch 
Kombination der Methoden gelang es zu Pràparaten zu kommen, die schon 
in Tagesdosen von 0,03 — 0,04 y stark antirachitisch wirksam waren. 

Ohne auf die Streitfrage einzugehen, ob das natürlich vorkommende Vitamin D 
mit dem küustlich aus Ergosterin dargestellton identisch ist, muB hier darauf hin- 
gewiesen werden, dafi das Vitamin D aus Pflanzenstoffen durch die Verseifung zer- 
stort wird, wâhrend das aus Tran und Ergosterin dargestellte erhalten bleibt 69). 
Rygh hat neuerdings den fehlenden Vitaminanteil, der bei der Verseifung der 
Substanzen aus Butter, Heu oder Kuhleber nicht iti die imverseifbare Fraktion 
geht, in den isolierten freien Fettsâuren nachgewiesen 69 a) . Bei Verseifung von 
Lebertran und Ergosterin geht die gesamte Wirksamkeit in die unverseifbare 
Fraktion. 


Xn. Darstellung des Ergosterîns aus Hefe nach Windaus 

2 Liter PreBhefe werden mit 2 Liter 95%igem Alkohol in einer Schale gut vor- 
rührt imd die Lôsung in einen 5 Liter-Rundkolben überfülirt. Man versetzt mit 
400 g KOH in konzentrierter wasseriger Losung und kocht 3 Stunden auf dom 
Wasserbad. Die Mischung wird abgesaugt. Der Rückstand wird nochmals mit 
Alkohol ausgekocht. Die alkoholischen Filtrate werden auf die Halfte eingeengt 
und mit demselben Volumen Wasser verdünnt. Die Lôsung wird dreimal im Scheide- 
trichter mit Ather ausgeschüttelt. (Man füllt den Trichter vollkommen bis zum 
Rand mit Ather, um Emulsionsbildung zu vermeiden.) Die gelb© àtherische Lôsung 
wird mit Salzsàure gewaschen und über Natriumsulfat getrocknet. 

Der scharf abgeprefite Heferückstand wird mit Ather im Soxleth erschôpfend 
extrahiert, der Ather wie oben getrocknet imd die gesamten atherischen Lôsungen 
auf dem Wasserbad verjagt. Als Rückstand erhalt man ein hellgelbes, nach Honig 
riechendes ôl, das erstarrt. Man lôst in môglichst wenig Petrolàther (siedend) imd 
kühlt in einer Kàltemischung. Es erscheinen weiBe Kristalle, die mit kaltem Petrol- 
âther gewaschen werden. Die Substanz wird aus Alkohol mehrmals umkristallisiert. 
Man erhàlt feine silbrig glànzende Kristalle, die vor Licht geschützt werden müssen, 
da sie sich sonst verfàrben. Ausbeute aus 10 kg PreBhefe etwa 16 g. Die Substanz 
kann weiter über den Essigester gereinigt werden. F. des reinen Ergosterins liegt 
bei 180— 18P. 


69) Kon-Booth, Biochemic. J. 27, 1189, 1302 (1933). 
69a) Rygh, Z. f. Vitaminforschg 3, 165 (1934). 
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XIII. Die Darstellung des kristaUisierten Vitamins D nach 
Windaus c. s. 70 ) 

26 g reinstes, aus Benzol -Alkohol umkristallisiertes mid im Vakunm bei 80® 
getrocknetes Ergosterin werden in 500 ccm Benzol (Kahlbaum, zur Mol.-Gew.- 
Bestimmung) gelôst und in einer rotierenden Quarzwalze (s. Original) 12 Stunden 
lang mit dem Gesamtlicht des Magnesiumfunkens bestrahlt. 

Nach 12 Stunden sind 60% des Ergosterins umgewandelt. Die bestrahlte 
Lôsung wird bei 30^ — 40® im Vakuum eingeengt ( Spezialapparatur zum Arbeiten 
unter Luftabschlul3), der Rückstand mit 500 ccm Methylalkohol (der unter Durcli- 
leiten von Kohlendioxyd ausgekocht wurde) bei 35 — 40® digeriert. Die Lôsung 
wird auf — 10® abgekühlt und das ausfallende Ergosterin abfiltriert. Das Filtrat 
wird mit 3 g Digitonin versetzt und zur Trockne gebracht (35®, Vakuum). 

Der Rückstand wird mit 650 ccm Petrolâther (niedrig siedend) 12 Stunden 
bei Zimmertemperatur geschüttelt. Unlôsliches Ergosterindigitonid imd überschüs- 
siges Digitonin werden entfernt und mit Petrolâther ausgewaschen. Das Filtrat 
wird im Vakuum auf 50 ccm eingeengt. 

Man versetzt diese Lôsung in einem Rohr mit 7,5 g Citraconsâureanhydrid in 
absolutem peroxydfreiem Âther. Die Lôsimg mufi klar sein. Das Rohr wird zu- 
geschmolzen und 7 Tage bei Zimmertemperatur aufgehoben. 

Nach dieser Zeit wird die Lôsung im Vakuum eingeengt und der Rückstand 
in 120 ccm 10%iger methylalkoholischer Kalüauge bei 35® gelôst. Die Lôsung wird 
sofort gekühlt und zur vollstândigen Verseifung 12 Stunden bei Zimmertemperatur 
aufbowahrt. 

Die alkalische’ Lôsung wird mit dem 4fachon Volumen ausgekochtem Wasser 
versetzt und mit reichlich Petrolâther ausgeschüttelt (3 mal). Das Vitamin findet 
sich im Petrolâther. Das Lôsungsmittel wird mit ausgekochtem Wasser gowaschen, 
über Natriumsulfat getrocknet, filtriert und eingodampft. Der Rückstand wird in 
wenig Aceton (siedend) gelôst und die Lôsung im Eisschrank der Kristallisation über- 
lassen. (Am besten mit ÎDg-Kristallen impfen.) Man külilt vor dem Abfiltrieren meh- 
rere Stimdon auf — 20® imd saugt die Kristalle auf einer gekühlton Nutsche ab. Nach- 
waschen mit Aceton von — 20®, dann mit Mischungen von Aceton-Methylalkohol 
und zuletzt mit gekühltem Methylalkohol. Die Ausbeuto betrâgt etwa 5 g. 


Das Vitamin E i) 

Die Entdeckung von Evans und Mitarbeitern, daB es ein fettlôsliches 
Vitamin gibt, das für Befruchtung, Schwangerschaft und Laktation von grôBtcr 
Bedeutung ist, konnte dur ch die Arbeiten von Sure und Matill bestàtigt 
werden. Das Vitamin E, auch Antisterilitàtsvitamin genannt, ein 
Name, der nicht so ganz berechtigt ist, da auch bei Vitamin A- 
Mangel Sterilitâtserscheinungen auftreten, spielt für den Men- 
schen nicht die überragende Rolle wie andere fettlosliche Er- 
gànzungsstoffe. Das hat wohl seinen Grund darin, daB das Vita- 
min E in der Natur, namentlich in der Pflanzenwelt, sehr viel 
weiter verbreitet ist als diese und vor allem nicht so leicht zer- 
stôrt wird wie z. B. das A-Vitamin. 

70) Windaus-Linsert-Lüttringhaus-Weidlich, Ann. Chem. 492, 229 
(1932). 

1) Evans -Burr, Calf. Univers. Mémoires 8 (1927); J. amer. med. Assoc. 89, 
1587 (1927); 88, 1462 (1927); Amer. J. Physiol. 85, 149 (1928); Proc. Soc. exper. 
Biol. a. Med. 25, 41 (1927). 

B O m s k O V , Vitaminforschung 10 
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Die Hauptschwierigkeit beim Studium des Vitamins E ist, daB beim Tier 
ein Mangel nicbt, wie wir es sonst bei den Avitaminosen gewohnt sind, schon 
sehr bald zu typischen Ausfallserscheinungen führt, sondem sich vielleicht 
erst in der zweiten oder dritten Greneration bemerkbar macht. Dieser Umstand 
ist natürlich besonders fühlbar bei der Auswertnng des Vitamins, weil ein Test- 
versuch oft Monate oder Jahre dauert. 


I. Die Erscheinungen der Avitaminose E beim Tier (1. c. 1) 

Die Erscheinungen des E-Mangels sind bei den Geschlechtern insofern verschie- 
den, als bei mânnlichen Tieren an den Sexualorganen schwere degenerative Ver- 
ânderungen beobachtet werden, wâhrend der E -Mangel beim weiblichen Tier nur 
eine Schàdigung der Fnicht bewirkt imd auf den mütterlichen Organismus ohne 
EinfluB ist. Das nicht gravide Tier wird überhaupt nicht geschadigt. 

a) Die Erscheinungen der E-Avitaminose beim mânnlichen Tier 
treten frühestens nach 12wochentlicher E-freier Fütterung auf. Die Spermien 
verlieren zuerst ihre Beweglichkeit, veràndern ihre Gestalt und verklurnpen. 
Die Samenkanàlchen mit den Spermatogenien und Spermatozyten atrophieren 
und nekrotisieren. Die Mânnchen sind nach 5 Monaten steril. Spâter werden 
auch die Spermatidenkerne und Spermien angegriffen. Es kommt zur Riesen- 
zellenbildung und Verflüssigung. Nach 8 — 9 Monaten sind die Spermatozoen 
verschwunden. Nach 13 — 14 Monaten tritt vollkommener Verlust jeden 
sexuellen Interesses ein. Sekundàr kommen noch Vcranderungen an der 
Prostata hinzu. Das Haarkleid wird eunuchoid. Die Haare werden seidig und 
woUig und verlieren ihre Elastizitàt. 

Wàhrend der erste Zustand durch rechtzeitige Vitaminzufuhr noch heil- 
bar ist, wird die Erkrankung in den spàteren Stadien irreparabel. 

b) Die Erscheinungen am weiblichen Tier sind von denen am Mânn- 
chen voUkommen verschieden. Das Weibchen bleibt stets konzeptionsfâhig. 
Ovulation, Befruchtung und Eiimplantation bleiben normal. Der ôstrische 
Zyklus ist ungestôrt. Der E-Mangel wirkt sich nur an Plazenta und Embryo ans. 

Bei Beginn der E -Avitaminose nimmt die Graviditât noch einen normalen 
Verlauf (initial fertility). Mitunter wird auch schon ein Teil der Jungen tot- 
geboren. Die Muttertiere verweigern oft die Aufzucht der lebendgeborenen. 
Bei der zweiten Graviditât gibt es nur wenige, meist totgeborcne Junge, bei 
der dritten werden die Feten resorbiert. Die Plazenta fâllt einer Koagulations- 
nekrose anheim und wird ebenfalls resorbiert. Bemerkenswert ist das Auftreten 
von Deziduatumoren. 

Die Avitaminose ist in jedem Stadiuni reparabel. Die Schwangerschaft 
nimmt einen normalen Verlauf, wenn tâglich kleine Dosen eines Vitamin E- 
Konzentrats (von Weizenkeimôl etwa 75 mg intraperitoneal) gegeben werden 
oder wenn man eine einmalige groBe Dosis (1,1 g Weizenkeimôl) innerhalb 
5 Tage nach der Befruchtung verabreicht. 

c) Erscheinungen des Vitamin E-Mangels aufierhalb der Sexualsphare. Neben 
den beschriebenen Erscheinungen des Mangels an Vitamin E berichtet Evans über 
eine Wachstumswirkimg des Vitamins, die sich bei Ratten erst nach einem Al ter 
von etwa 90 Tagen bemerkbar macht. Ausgesprochen wird sie aber nach 8 — 12 Mo- 
naten. Das bessere Wachstum der mit Vitamin E gefütterten Tiere wurde auch bei 
Kastraten beobachtet. Weiter beeinflufit das Vitamin E die Laktation. Man dis- 



147 


kutiert sogar die Existenz eines besonderon galaktogenen Faktors, der vom 
Antisterilitâtsfaktor verschieden sein soU. 

Spastische Làhmungen xind Paralyse der Jungen E>frei ernâhrter Mütter be- 
obachtete Evans. Das Auftreten von Deziduatumoren wurde boroits erwâhnt. 
Die pathologischen Verânderungen der Avitaminose E wurden besonders von E vans - 
Burr, Mason und McCarrison studiert. Nach Pappenheimer sind sie nicht 
auf die Sexualsphâre beschrânkt, sondom bestehen in einer allgemeinen Dystrophie 
des gesamten Muskelsy stems. Die Avitaminose beginnt mit einer wachsigen oder 
hyalinen Nekrose der Muskelfasem, die von einer Prolifération der Muskelnuklei 
und einer Dégénérât ion der Muskelzelle gefolgt ist . G o e t s c h , der die Erschoinungen 
der Avitaminose E am Meerschweinchen studierte, fand, dal3 die Muskeln der Schenkel 
und des Abdomens teilweiso angegriffen waren. Sie erschienen blaB, atrophier t 
und zeigten eine gelbliche Verfarbung, die sie von gesimden deutlich unterschied. 
Mitunter waren sie merkwürdig gestreift, wie solche mit Fettinfiltration. In zwei 
Fàllen waren deutliehe Hâmorrhagien vorhanden. Manchmal hatten die Muskehi 
ihre Reizbarkeit eingebüBt. Histologische Untersuchungen wurden besonders von 
Z a garni 2) angestellt. Auch Juhasz und SchàfferS) berichten eingehend darüber. 


II. Die Methoden zur bîologischen Auswertung des 
Vitamins E 

Die Testmethoden auf Vitamin E sind dur(;h die Lange der Vcrsuchsdauer 
auBerordentlich kompliziert. Der Nachweis des Vitamins beniht auf der Ver- 
hütung oder Heilung der Mangelsymptome. 


A. Die Haltimg der Versuchstiere 

Die Haltung der Versuchstiere weicht nicht wesentlich von dem schon 
beschriebencn Methoden ab. Man verwendct am besten Ratten im Alter von 
5 — 6 Wochen, die eine der folgenden E-freien Kostmischungen erhalten. Die 
erste Tràchtigkeit tritt, wenn mari nicht eine absolut E-freie Kost verfüttert, 
zur gewohnlichen Zcit mit lebenden Jungen ein. Sie werden auch hàufig noch 
groBgezogen. Eine zweite Tràchtigkeit mit Austragen der Jungen koramt fast 
nie mehr vor. 

Bei jeder Tràchtigkeit der Ratten steigt die Gewichtskurve in bekanntcr 
Weise an. Bei den E-frei ernàhrten Tieren ist das aber nur bis etwa zur Mitte 
der Schwangerschaft der Fall, da dann die Embryonen absterben und resor- 
biert werden. Die Kurve fàllt langsarn auf den Ausgangswert zurück. Das ist 
ein fast untrügliches Zeichen einer Resorptionssterilitàt. 

Bei Prüfung auf Resorptionssterilitàt geht man so vor, daB man die zu 
untersuchenden Weibchen mit gesunden normal ernàhrten Mànnchen, deren 
Fruchtbarkeit an normalen Weibchen kontrolliert wird, zusammenbringt und 
nach einigen Stunden am Vaginalausstrich untersucht, ob ein die Kopulation 
beweisender Vaginalpfropf mit beweglichen Spermien vorhanden ist. Von da 
ab wird die Gewichtskurve registriert und ihr Anstieg als Zeichen der Graviditàt 
bewertet. 

2) Zagami, Ber. ges. Physiol. 73, 266 (1933). — Verzâr, Z. f. Vitaminforschg 
1932, 116. 

3) Juhasz c. s., Virchows Arch. 268, 834 (1932). 


10 * 
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B. Vitamin E-freie Diaten 

Nr. 1. Evans-Burr: 


Casein, gereinigt . . 

18% 

Kornstârke .... 

54% 

Schweinefett .... 

15% 

Milchfett 

90/0 

Salzmischung . . . 

4% 

Dazu Trockenhefe 0,4- 

—0,6 g pro Tag/Tier 


Die Diât ist nicht absolut E-frei, da der erste Wurf Junge noch am Leben 
bleibt. Wenn das Milchfett weggelassen wird, leben von den ersten Würfen noch 
etwa 5 %. Die Herstellung geschieht durch Zusammenkneten der fein gepulverten 
Bestandteile. 

Nr. 2. Evans-Burr: 

Die Diàt stellt eine Modifikation der ersten dar. Sie bestoht ans: 

Casein 1 8 % 

Stârke, gekocht und getrocknct . . . .54% 

Schweinef (îtt 1 9 % 

Milchfett 5 % 

Salzmisclnmg 4% 

Dazu Hefe 0,4 — 0,5 g pro Tag/Tier 

Nr. 3. Evans-Burr, verbesserte Diât Nr. 232 

Casein 

Stârke 

Schweinefctt 

Lebertran 

Salzmischung nach McCollum 185 . 

Hefe wie bei 2 


Nr. 4. Evans-Burr: 

Casein nach van Slyke 50 Teile 

Zucker aus 80%igom Alkohol, krist. . .150 Teile 
Salzgemisch 185 8 Teile 


Dazu Wasser (dest.) ad libitum, enthaltend eine Spur KJ. Die Tiere erhalten 
pro die 2 — 3 Tropfen Lebertran und 700 — 1000 mg Hefe. 


Nr. 5. Evans Nr. 256: 

Casein, extrahiert 24% 

Getreidestârke 72% 

Salzmischung 4 % 

zii je 5 kg dieser Mischung ferner: 

Eisenchlorid in Âther 1 g 

Trockenhefe 4 g 

Lebertran 6 g 

Das Salzgemisch besteht aus: 

Kochsalz 65 

Magnesiumsulfat 159,6 

N atriumphosphat , sek 104,1 

Monocalciumphosphat 162 

Mononatriumphosphat 286,2 

Ferricitrat 35,4 

Calciumlactat 390 


Die Kostform ist heute die meistgebrauchte für Vitamin E-Untersuchungen. 


32% 

40% 

22 % 




149 


Nr. 6: 

Casein, gereinigt 25% 

Salzmischung 4 % 

Agar-Agar 2 % 

Lebertran 2% 

Dextrin 66,6% 

Hefevitamin 6,4% 


Nr. 7. Waddell- Steenbock 4) : 

DieDiàtnach Waddell- Steenbock stellt eine Modifikation der Steenbock- 
schen Zuchtdiàt dar, die durch Zusatz von Eisenchlorid für Zwecke des Vitamin E- 
Versuchs dienstbar gemacht wurde. 


Mais, gelb . . 
Casein, rein . 
Leinsamenmehl 
Alfalfamehl . . 
Knochenascho , 
Kochsalz . . , 
Butterfett . . . 


71,5% 

5% 

15% 

2 % 

1 % 

0,5% 

5% 


Die fein gcmahlencn Bestandteilo der Kost werden mit Eisenchlorid^ behandelt, 
derart, daB zu 

98,8 Teilen der Miscluing 1,2 Toile Eisenchlorid in Àther gegeben werden. 

5 Teile der so entstehenden Mischung werden wieder mit 1 Teil Vollmilch- 
trockc'iipulver versetzt und verfüttert. 


C, Die einzelnen Testmethoden 

1. Die Méthode von Evans und Mitarbeiter 

Für don kurativen Test aiif Vitarnin E werden Ratten, an denen nian 
nach E-freier Füttcrung eine Resorptionssterilitât festgestellt hat, benutzt. 
Man bringt sie mit gesunden Mànnchen zusammen nnd gibt am Tage der Kopu- 
lation eine einmalige Dosis der zu untersuchendon Substanz. Dann wird der 
Ablauf der Graviditàt verfolgt. Man kann die zu untersuchende Substanz auch 
tàglich gcben. Die Verabreichung kann pérorai oder parentéral erfolgen. Die 
Substanz darf nicht mit dem Futter vermischt werden. Man prüft stets im 
Parallelversuch ein E-Konzentrat bekannter Wirksamkeit und bezieht die 
Wirkung der unbekannten Substanz auf diesen Standard. 

Im prophylaktisehen Test wird von Anfang an die unbekannte Substanz 
zugelegt. Am besten werden vier weibliche Tiere mit einem mânnlichen (Ge- 
wicht 35 — 45 g) zusammengebracht. Zwei solcher Gruppen erhalten die Zulage, 
zwei andere bleiben unbehandelt und dienen als négative Kontrolle. Zwei 
weitere Gruppen erhalten eine bestimmte Dosis des Standards. Eine wirk- 
same Zulage muB die Erscheinungen der Resorptionssterilitât verhüten kônnen. 

2. Der Test von Olcott-Matill 5) 

Die Méthode ist eine modifizierte Evanssche. Weibliche Ratten mit einem 
Gewicht von 30 — 40 g werden auf eine E-freie Kost gesetzt (Nr. 4), bis sie ein 
Gewicht von 150 g und ein Alter von 70 — 90 Tagen erreicht haben. Dann 

4) Waddell -Steenbock, J. of biol. Chem. 80, 431 (1928). 

5) Olcott c. s., J. of biol. Chem. 104, 426 (1934). 



150 


imtersucht man tàglich den Vaginalabstrich. Beim Eintritt des Ostrus werden 
die Tiere mit gesunden màimlichen gepaart. Es erfolgt auf der Kost meist eine 
typische Resorptionssterilitàt. 

Wenn danach der Ostrus wieder aufbritt, wird erneut gepaart. Nach er- 
folgtem Nachweis eines die Kopulation beweisenden Pfropfes im Vaginal- 
abstrich mit beweglichen Spermien entfernt man aus den Kàfigen das 
Futter und gibt 10 — 12 Stunden spàter die zu untersuchende Substanz. 
Man verfolgt weiter auf der E-freien Kost den Verlauf der Graviditàt (Ge- 
wichtskurve !). 

Werden Junge geboren, so reduziert man den Wurf auf 6 und làl3t sie 
bei der Mutter, bis sie ausgewachsen sind. In diesem Falle mufî das Muttertier 
erneut eine Resorptionssterilitàt durchmachen, bis es für die zweite Auswertung 
brauchbar ist. Erzielte man aber mit der verfütterten Substanz keine Ver- 
hütung der Resorptionssterilitàt, kann die nàchstc Substanz anschlieBend am 
selben Tier ausgewertet werden. 

Durch eiiimalige Verabreichnng einer wirksamen Substanz kann man den Al)* 
lauf der ersten iind zweiten Schwangorschaft normal gestalten, nicht aber die dritte. 
Es besteht keine Parallelitàt zwischen dem E-Angebot und der Zabi oder Lebens- 
dauer dor Jungen. Als positiv wird ein Vcîrsuch lediglich nach dcm Ablauf der Gra- 
viditàt gewertet. 

Bei der Prüfung auf E-Wirksamkeit muB im Parallelversuch stets ein 
E-Standardprâparat mitgewertet werden, auf das man die unbekannte Sub- 
stanz bezieht. 


111. Vorkommen des Vitamins £ 

Tabelle 66 


i 

Substanz I 

Relative E-Aktivitàt — 
100 durch die zum nor- 1 
malen Graviditàtsablauf 
erforderliche Menge 

Tàgliche prophy- 
laktische Dosis 

Gemüse, frisch, Salat 

40 

2,5 g 

Gemüse, trocken 

Ol durch Atherextraktion aus Trok- 


0,25 g 

kengemüse 


23 mg 

Alfalfaheu 


0,0 g 

Brunnenkresse 

Üb(‘i’ 50 


Erbsen 

25 1 


Erdnüsse, roh 

100 


Weizenkeime, getrocknet .... 

400 ! 

250 mg 

Weizenkeimôl 


75 mg 

Hefe 

Fast unwirksam 

5 g 

Rindsmuskel 

20 


Pankreas, Milz 

Etwas wirksamer 
als Muskel 


Leber 

10 


Plazenta 

25—100 


Hypophysenvorderlappen . . . . | 

25—100 


Schweinefett 1 

20 


Eidotter 1 

17 

% Eigelb 
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lY. Speicherung des Vitamins E 

Schon die Erscheinung der ^initial fertility‘' deutet darauf hin, daB eine 
Speicherung des Vitamins E in erheblichem Umfang stattfindet. Die Spei- 
cherungsstàtten sind Muskel, Fettgewebe und Leber. Eine besonders bevor- 
zugte Speicherung scheint nicht vorzuliegen. Der Aufbrauch findet stândig 
statt, Muskelgewebe E-frei ernàhrter Ratten ist E-arm. 


y* Eigenschaften des Vitamins E 

TabeUe 67 


Aussehen des bisher reinsten I 

Orangogelbes viskoses, bci 0” (>rstarrend(îs Ôl, im Va- 
kuurn uiizersetzt dostilUort, vorlaufigo Formel 
C36H(;402, Sterinreaktionen negativ. 

Lôslich inÂth(‘r, Bcmzol, Aceton, konzeiitriortern Al- 
kohol, urilôslich in waBrigem Alkohol, Wassor. 
Erheblich, vertragt 2stüiidige Erhitzimg auf 155® 
ohno Vorlust der Wirksamkeit. Im Vakuurn bei 
250—255® stabil. 

G('g(‘n Liiftsauerstoff erhoblicli résistent. Ranzige 
Fette, Olsanre usw. konnen zersetzond wirken 
( Schweineschmalz ) . Pormanganat zerstôrt . 
Vertragt Verseifung ohne Verlust der Wirksamkeit. 
(k^gen 20%ige Salzsâure 34 Stnnden lang bei Rauin- 
temp(iratur bestaiidig. Essigsanrc^anhydrid zerstôrt. 
UV.-Bestrahlung, Bromierung, Behandlimg mit 
Eisenchlorid in âtherischer Lôsung. 

Nach neiieren Untersnchmigen (1. e. 5) vertragt di(5 Substanz BcnzoyliiTung und 
Actîtylieriing ohne Verlust der Wirksamkeit. Hydrierung schüdigt nicht. Die ün- 
empfindliclikeit gegen Oxydation soll auf d(*r ATiwesenlieit einer schützenden Sub- 
stanz beruhcm, die das Vitamin in die reinsten Fraktionen hinein begleitet. Es ist 
ein Phénol der Formel CigJH 14O5. Die chemische Natur des Vitamins ist unbekannt. 
Euler und Kl us s m an n wiesen in den reinsten Praparaten Xanthophyll nach 6). 
Olcott-Matill komiten aber zeigen, daB ihr reinstes Praparat frei davon ist. Auch 
Bowden 7) konnte xanthophyllfreie Praparate gewinnen. 


Pràparats 

Lôslichkeit 

Hitz('stabilitat 

Oxydationsernpfindlichkeit 

Alkalistabilitat 

Saiirestabilitat 

Zerstôrende Agenzien . . . 


VI. Darstellung Vitamin E-haltiger Konzentrate 
A. Méthode von Evans und Burr 

Evans und Burr verseiften Weizenkeimôl und erhielten etwa 5% Un- 
verscifbares. Das Unverseifbare wurde mit kaltem Pentan und dann mit heiBem 
Methylalkohol extrahiert. Aus der kalten MethylalkohoUôsung scheiden sich 
Kristalle ab, die in Petrolàther gelôst mit Digitonin gefàllt werden. Dabei 
gehen die Sterine in den Niederschlag. Der Rest wird nochmals mit 20%iger 
heiBer Kalilauge verseift und die Digitoninfâllung wiederholt. Man erhàlt 
schlieBlich ein Ol, das schon in Dosen von 5 — 10 mg pro Tag fur den Ablauf 
einer normalen Schwangerschaft genügt und das im Vakuurn bei 200 — 233® unter 
5 mm unzersetzt destiUiert. Die Ausbeute betrâgt 0,25 % des Weizenkeimôls. 
Der DarstellungsprozeB geht in allen Einzelheiten aus folgender TabeUe hervor : 

6) Euler c. s., Svensk. Kem. Tidskr. 45, 132 (1933); Biochem. Z. 256, 11 (1932). 

7) Bowden-Moore, Nature (Lond.) 1933, 1, 512. 
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Tabelle 58. Outline of Fractionation of 6 Kilos of Wheat Germ 
6 kilos wheat germ 


Y 

Extracted with XJ. S. P. ether in Soxhlet 

_____ _______ 

Ether extract. Active. Yield: 600 
grams 10 % ^ 

Saponified in the cold with 20% alco- 
holic KOH I 

'I’ 

Nonsaponifiable matter (N.S.M.) 

Yield: 6%. Contains ail the active 
material ^ 

Crystallized from cold pentane 



4 ' 

Pentane -soluble red oil. Yield; 3.3% 
of the N.S.M. Contains ail the active 
material ^ 

Extracted with hot MeOH 

I 

Hot methyl alcohol solution. Active 
Crystallized from cold MeOH 

I 

Cold MeOH solution. Active 

Distributed between dilute MeOH and 
Petroleum ether | 

Petroleum ether soluble. Active 
Yield: 13% of N.S.M. 

4 

Sterols precipitated by digitonin 


4 

Ether -insoluble residue. Inactive 


4 

Soaps and glycerol. Inactive 


4 

Pentane insoluble solids. Sitosterol 
Yields: 66% of N.S.M. Inactive 


4 

Methyl alcohol insoluble residue. In- 
active. Yield: 3% of N.S.M. 


4 

Precipitate from cold MeOH. Almost 
cntirely inactive . Y ield ; 1 0 % of N . S .M . 


4 

Dilute MoOH soluble. Inactive. Yield: 
4% of N.S.M. 


4 . -4 

Sterol-free orange oil. Yield: 2 — 3 Sterols from digitonide. Inactive 

grams. Active. ^ 

Refluxed in hot 20% alcoholic KOH 

I 

4 ^ 4 

N.S.M. Contains ail of the active material Fatty acids. Inactive 

. ^ 

Sterols again precipitated by digitonin 

L.._ 

i 4, 

sterol-free oil. Active Sterols. Inactive 
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Treated with boiliiig MeOH. 


Orange solution in MeOH. Active Residue insoluble in hot MeOH. Inac- 

Yield: 700 — 1,000 mgs. (Proven ac- tive. Yû'ld: 50 — 100 mgs 
tive in single doses of 5 — 10 rngs.) 

Distilled in vacuo. 


> 1 ^ 

Fraction I. 

XJp to 200® C. at 0,8 inrn 
Low activity. 38 % of the 
total. 


Fraction 11. 

200®— 233» C. at 0,5 mm 
Highly active. 27 % of 
the total. 


Fraction HT. 
Residue above 233® C. 
Highly active. 35% of 
the total. 


B. Méthode von Olcott-Matill 

Die ersten Fraktionen werden ans Weizenkeimol nach Evans dargestellt. 
Das Weizenkeimol wird diircli Atherextraktion im Soxleth ans getrocknetcm 
Weizenkeimen gewonnen. Man vcrseift zunàchst das Ol wie oben und extrahiert 
die mit Wasser verdünnte Seifenlôsiing mit Âther. Die âtherischen Losungen 
werden nach Trocknung eingeengt. Der R,üekstand wird in Potrolather gelost, 
die ungelôst blcibenden Sterine abfiltriert tmd der Petrolàth(‘r auf dern Wasser- 
bad verjagt. 

Der Rückstand wird heiB mit Methanol extrahiert, die Losung abgchebert 
und der Rest noch zweimal mit Methanol behandelt. Die Methanollosungen 
werden gekühlt und von den ausfallenden Sterinen befreit. Der Methylalkohol 
wird im Vakuum entfernt. 

Der nun verbleibende Rückstand wird im Vakuum destilliert. Die wirk- 
samc Fraktion geht bei 200 — 225‘* und 0,1 mm über. Sie ist wirksam in Dosen 
von 10 mg, einrnalig verabreicht. Eine weitere Reinigung kann durch Kühlung 
einer Acetonldsung auf — 80^ und Entfernung der ausfallenden Substanzen 
erfolgen. Die so erhaltene Substanz ist schon wirksam in einmahgen Dosen 
von 5 mg. 

Olcott-Matill konnttui wiûtor (âne wirksame E-Fraktion aus griim^rn 0(anüs(‘ 
gewinncui. Nach Extraktioii d(‘r lipoidl(3slich(’!ii 8toffe imd Vi'rseifung sowi(^ durch 
fraktionierte Kristallisation aus verschiedenen Losungsmitteln crhieltcn sie ein Ôl, 
das im Hochvakuurn destilliert wurde. Die wirksame Fraktion ging Ixâ 190 — 220® 
und 0,1 mm über. 8ie sichert den Ablauf einer normakm Graviditat bereits in (‘in(*r 
Mcmge? von 5 — 10 mg. 


VII. Der Vitamin E-Bedarf 

F'ür den Menschen ist die Notwendigkeit der E-Zufuhr nicht erwiesen. 
Ratten und Mause benotigen das Vitamin. Intéressant ist die Beobachtung 
von Hill-Burdet 8), nach der die Bienen der Nahrung der Konigin Vitamin E 
zusetzen, nicht aber dem Futtersaft der Arbeiterlarven. Eine Bienenlarve 
wird nur dann zur Konigin, wenn sic ausreichend mit Vitamin E versorgt wird. 

Untersuchungen über den E-Bedarf der Hühner hat Gard 9) mitgeteilt. 

8) Hill c. s.. Nature (Lond.) 2, 540 (1932). 

9) Gard, Poultry Sci. 8, 328 (1929). 

10 ' 
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VIII. liber die komplexe Natur des Vitamins E 

Nach Mari in O K») ist dio Maniokwin'zol al, s Quelle' des Vitamins E füi’ das 
mannIiclK' Vier ansre'ielu'iid, niclit al)er fiir das Wedhelum. Es .selK'iiuai deannaeh 
zwt'i, im allgemeinen e'ng zii-sammen vorkomni(‘nd(‘ ve'rsehiedeaie Faktoren vor- 
ZAïlk'gen. Anc*h Euler schlic'Bt auf Clriind seiia'r Absorptionsspe'ktreai, dab zwei von- 
einand(T verschiedene Vitamine E existicTen. W(‘iter lassen die IVitersuehun^^eai von 
Zagamill) über di(' t(‘ilw(‘ise Vc'rliütimjî dea- Avitaminoses E eliireli Ku[)ler und 
Zink auf eine' komplexe' Natur de's Vitamins sehlie'beai. Ne'vierelings bea'iehte't aueh 
Grijnsl2) idjea- die' dualisti.sehe Natur de'S Vitamins E. 


Das fettlosliche Wachstumsvitaiiiin i), 2), 3) 

Die Erseheinung, daB junge Ration auf einer vollwertige'u Kost, dits sarnt- 
liche Vitamine enthalt, anfangs gut gedeihen, aber das Waehstiim nach einiger 
Zeit einstellen, we'iin die Diàt .statt geswülinlie'hem Ca.sein ein Alkohol-Athe'r- 
(‘xtrahiertes Pniparat enthalt, hat zu de'r Annahrne geführt, daB ne^ben don 
bekannttMi fettldslichen Vitamineii A, D und E noeh ein weiteres vorkommt, 
das für das Waehsturn von Bexieutung i.st. 

Ernàhrt man junge RatteMi mit einer A-frei('n Diàt, die als EiweiBepielle 
,,Glaxo“-Casein, d. h. ein extrahiertes, vitaminfreies Casein (‘nthàlt, bis sie auf- 
hôren zu waehsen, so tritt naeh Zulage^ von Vitarnin A als Lebertran oder Kresse 
kein Waehsturïi auf, obgleich die Kost nach d(‘n bisherigen Erfahrungen als voll- 
wertig gelten sol lie. Sobald man aber in der Diàt das vitaminfreie (Jasein durch 
gewôhnhches ersetzt (Light white Casein vom British Droug House London) 
und nun Vitarnin A zuli'gt, erfolgt normales Waehsturn. 

Irn Light white (Casein ist also eine Substanz vorhanden, die im hoch- 
gereinigten fehlt, und die anwe'send se'in muB zur Entfaltung der Waehstums- 
wirkung des Vitamins A. Diese Erseheinung ist natiirlieh für deii Test auf 
Vitarnin A von groBter Bedc'utung, da man selbst naeh Zulage wirksarner Doseui 
mit hoehgereinigtem Casein keine Aussehlàge bekommt (s. aber unter Vitarnin A 
die gegenteiligen Befunde, S, 34). 

Der Wadistumsstillstand i.st nicht die einzige Eolge d(‘s Eehlens der un- 
bekannten Substanz. Es treten vielnu'hr sehwere Degenerationserseheinungen 
hinzu. Die Ratten bleiben nicht nur im Waehsturn zurüek, sondern erreiehen 
au(;h nie das Cewicht normaler Tiere. Sie werden spàt gesehlechtsreif und 
verweigern rnitimter di(‘ Aufziieht ihrc'r Jungen. Die zyklisdien Verànderungen 
an den (ienitalorganen konnen fehlen. Mànnchen sind gegen die Avitaminose 
weit empfindlieher als W(‘il)chen. Die neue Avitaminose hat also mit der E- 
Avitaminose gewisse Ahnliehkeitc'n. Audi zu der Fettrnangelkrankheit, dû; 
durch Verfütterung fettfreier Diàten entsteht, scheinen Beziehungen vor- 

10) Martino, Boll. Soc. Biol. sper. 8, 819 (1933). 

11) Z agami, B('r. Phy.siol., 70, 402 (1932). 

12) Grijns, Ber. Physiol. 74, 008 (1933). 

1) Coward -K('y -Morgan , Biodu'inic. J. 23, 095, 913 (1929). 

2) Guha, Biodiemic. J. 25, 931, 945 (1931). 

3) Evans, J. of biol. Glicm. 77, 051 (1928); 92, 015 (1931); 90, 143, 175, 105 
(1932); Am('r. J. Phy.sjol. 99, 477 (1932). 



155 


zulicgcn. Moglicherweise siiid die Krsclieiniiiigen koinpl(‘X(‘r Natur und beruhen 
teilweise auch auf Maiigel an iingt'sattigten Fc'ttsàiin'ii. 

Da8 f('ttlosli(*ho WMclistuniwvitainin sch(‘iiit auch fiir dcai p'wissc Rc- 

deutung zu besitzen, da eine Diat mil hoeligereinigt('in ('ascâii scll)st iiacli Ziipibe 
von Hefe fiir das Wachstum nicht voll aiisriâcluaid isl. b]T’st b(>i Ersatz d('s (Aisoiiis 
durch wenig('r g(‘r(‘inigtes tritt Waehstinn in nornuilcan Einfaiig t'in îia). 



Aid). t)0. (a‘wi('litskurv(*n cinigcrniit vitaniinfr(M<‘in (llaxo ('as(Mn g('füt bat ('!• Rattcai. 
Die ( l(‘wichtszuuahni(' boi t trotz Zulagostavigcndcr Dosiai Vitainiri A und Wasscfki'csst' 
anf und fangt (‘rst nach Ersatz d(*s (aisçins durch taght whitc' ('ascâii an (C.-L. O. 
Lebcrtran). (Nacli (Joward.) 

Der Test auf das felllosliche Waehstumsvitamin 

Der Test wird an Ratten avisgeführt. Tiere rait einern (Icwieht von 40 bis 
50 g werden mit einer Kost, die folgendermaBtai znsarnnKaigesetzt ist, (‘rnàhrt: 

Reisstàrke, dextriniert "71% 

Vitaminfreies Casein ,,Glaxo‘‘ 15% 

Agar-Agar 2 

Steenboeks Salzgemisch 4% 

Lebertran 2 mal pro Woche je 5 — 6 Tropfen 

Bg als autoklavierte Hefe (Marmitextrakt) 0,4 g Marmit 

B J als Konzentrat, (‘twa 8 Taubendosen pro Tag. 

Statt Bj^ und Bg kann man aueh Hefe verfüttern. 

3a) Mapson, Bioclaanic. J. 27, 1061 (1933). 
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Auf dieser Kost wachsen sie zunàchst normal, stellcn abcr dann in etwa 
30 Tagen das Wachstum ein und verlieren nun regelmâBig an Gewicht. Jetzt 
gibt man eine groBe Dosis Vitarnin A. Erfolgt Gewichtsziinahmc, so wartet 
man ab, bis das Gewicht wieder konstant wird und gibt dann nochmals Vita- 
man A. Wenn trotz A-Zugabe kein Wachstum erfolgt, sondcrn im Gegenteil 
Gewichtsverlust, gibt man die zu prüfende Substanz zu. Typischc Gewichts- 
kurven gehen aus Abbildung 66 hervor. 

Vorkommeii des fettloslichen Wachstumsvitamins 

Das fettlôsliche Wachstumsvitamin kommt vor in Mileh, Eigelb, Salat, 
Spinat, Gras, Muskel, Leber, Butter und Weizenkeimen. Nachstehende Tabelle 
gibt über die Wirkung einiger Substanzen, die auf Anwesenheit des neuen 
Vitamins geprüft wurden, Auskunft: 


Tabelle 59 



r 

No. of 


Substance 

Dose tested 

J 

rats UvSed 

Results 

1. “Light-white casein” 

' 15% of diet 

' 40 

Rapid growth in ail but 

(B.D.H.) untreated, 4 



3 rats, slow growth in 

different sarnples 

10% of diet 

4 

those 

Good growth but less 
! rapid than 1 5 % was 
given 


5% of diet 

4 

No growth 

2. “Crude casein” (B.D.H.) 

; 15% of diet 

4 

1 1 di('d. 3 maintained 




w(‘ight for 75, 49, 30 

1 days resp('ctively*). 

3. Daily butter 

0,5 g. daily 

3 

Maintained weight for 




34 days 

4. Fresh milk (London supply) 

10 ce. daily 

4 

Rapid growth in ail 

5. Milk boiled for 15 mins. 

10 cc. daily 

4 

Moderat(i growth in ail 


( 15cc.fre.sh) 



6. L(‘ttuce — fresh 

1 g. daily 

7 

MaintaiiK'd weigth in 5 




for 7 — 30 days. Fair 
growth in 2 


Ad lil)., often 

7, the 

Good growth 


40 — 50 g. per .sarne ani- 



rat p(*r day 

mais that 
had 1 g. 


7. Etiolated wheat shoots, 

15 g. daily 

3 

Slight growth 

10 days old (grown under 
laboratory conditions) 


1 


8. Dried grass clippings 

5% of diet 

3 

Rapid growth in 2 rats 




Slow growth in 1 rat 
increased by raising 
amount to 10 % 

9. Fresh grass clippings 

About 10 g. 

2 

Rapid growth 


daily 




*) One of theso rats was finally given “light-white-casein” to which it responded 
with rapid growth. 
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Substance 

j 

j Dose tested 

No. of ! 
rats nsed 

Results 

10. Extra dried yeast 

10% of diet 

14 

No influence*) 

11. Marmite 

i 0,5 g. daily 

13 

1 

Slight temporary incre- 
ase in weigth in 5. 
Maintained wcâght in 
others**) 

12. Autoclaved marmite 

1,0 g. daily 

3 

No infhu'nee**) 

13. Watercress 

Ad. lib., abont 
10 g. daily 

3 

Slight increase**) 

14. Ox muscle 

1 g. daily 

4 

(îood growth 


Ad. lib., 15— 
20 g. daily 

4 

W'ry rapid growth 

Ox liv(>r 

1 g. daily 

4 

VtTV rapid growth 

15. Wheat ernbryo 

5% 

3 

Rapid growth in 2. 
Wc'ight maintairu'd in 1 


10% 

3 

Ha])i(l growth 

16. Wheat germ oil, sampUî 0 

Up to 0,08 g. 

6 

No influ(‘nc(‘ ***) 


Up to 0,16 g. 

4 

1 maintairu'd weight. 2 
fair growth. 1 daul 

Wheat germ oil, saraple 1 

Up to 0,02 g. 

3 

No infliK'iiee 


Up to 0,12 g. 

3 

No influ('nc(^ in 2, Eair 
growth in 1 

Wheat g(>rni oil, sample 2 

0,12 g. daily 

4 

Eair growth in 3. Main- 
taiiK'd weiglit in 1 


Darstellung des fettloslichen Wachsturnsvitamins 

Das Yitamin ist ans Oascin darstellbar. Ain besteu wird g(‘trockn('t('s (^isc'iïi mit 
Âther erschôpfeiid (‘xtrahiert. l)er Athc'rrückstaiid l'iithalt di(' g(\samt(' Wifkiing. 
Ans W(‘iz(mkeimlingen, die bei 105^ getrocknet wnrden, ]af.ît sicii das Vitarniu dxirc^ii 
Atlier extrahiereii (4malige beiB(’! Extraktion). Man orhalt im Athi'rriiekstand (âne 
Snbstanz, die schon in Doseii von 0,16 g ])rt) di(> deii J5(Mlarf d(‘ekt. Aus Weizc'ii- 
keirnen ist das Vitamin ancâi dnrch (âno Ostündige ]^]xtraktion mit heif-kan 9()%ig{‘m 
Alkoliol in Losnng zn bringen. 


Eigenschaften des Vitamins 

Das fettlôsliche Wachstumsvitamin wird dureh Erhitzen auf 105^^ nieht 
zcrstôrt. Selbst bei Aiisdehnung der Erhitzung über 7 Tagc tritt nur gering- 
fügige Zersetzimg ein. Das Vitamin ist Icislich in Ather und heibem Alkohol, 
aber unloslich in Wasser. 

*) One of these rats was finally given “light-white casein” to which it r('spond(îd 
with rapid growtli. 

**) Two of these rats were finally given “light-white casein” to which they re- 
sponded with rapid growth. 

***) One of these rats was finally givcni 10% wheat germ to which it responded 
with rapid growth. 
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Die wasseriôslichen Vitamine 
Das Vitamin Bi i), 2 ), 3) 

Die Entdeckimg Eijkmanns, daB Hühner bei Fütteriing mit poliertem 
Rois an Polyneiiritis (^rkrankon, bildet den Anfang der Vitaminlehro. D(‘r Naine 
Vitamin, der von Funk für den fehlenden Ergânzungsfaktor vorgeschlagen 
wurde, ist inzwisehen als (triippenbezeiehnung aller in der Nahrnng vorkom- 
menden lebenswiehtigen Substanzen angtaiommen. H ente reihen wir das Anti- 
beribt'rivitamin in die Reihe der wasserloslichen B- Vitamine ein mit der Bc- 
zeiehiumg Bj. 


I. Die Avitaminose Bi 

1. Die Erscheinungen der Béribéri 

Die klassisehe B^-Avitaminose Ostasiens, die Béribéri, ist keine reine Form 
der Mangelkrankheit, sondern mitbedingt dureh Vitamin B 4 -Mangel iind auBer- 
dem dureh Infekte kompliziert. Die Haupterscheinimgen der Béribéri sind 
PolyneuritivS, Oderne, serdse Ergüsse, Magen-Darmaffektionen und Herzinsuffi- 
zienz, beruhend auf spezifiseher Wasserretention der Herzmuskelhisern . 

2. Die Erscheinungen der experimenteUen Avitaminose bei der Taube 

Appetitnachlafi, Bewegungsuiiliist. Di(^ B-armii Kost wird ziinàehst von 
der Taube gern genommen. Naeh einigen Tagen sinkt aber die Kampflust der 
Tiere. Der Tanz der Mànnchen urn die Weibchen hôrt auf. Die Tierc werden 
schlàfrig und ayiathisch. Naeh weiteren Tagen tritt AppetitnaehlaB und Be- 
wegungsimlust ein. Die Tiere maehen einen traurigen Eindruek, putzen sieh 
nieht mehr und sitzen aiifgeplustert auf der Stange oder in eincr Ecke und be- 
wegen sieh überhaupt nur, wenn sie geseheucht werden. 

ycrdaiiiingsstoriiiigen. Hàufig treten Verdauungsstorungen auf. Der Kot 
wird sehleimig, wasserhell, gelb. Die Tier(‘ zeigen keine Mühe, sieh davon zu 
reinigen. Es kommt zu einer Atonie des Kropfes, wobei der Inhalt liegt'ii 
bleibt, weil die Kontraktionen aiifhdren. 

(ilewichtsverhist. Das Korpergewicht ninimt immer schneller ab, ebenso 
aueh die Kôrpertemperatur. Werden die Tiere sieh selbst überlassen, gehen 
sie unter Himgern zugrunde. Die Dewichtsabnahme betrâgt etwa 2,5% des 
Gewichts pro Tag. 

Teinperaturstiirz. Die kloakale Temperatiir sinkt wâhrend der experi- 
mentellen B Avitaminose von 39,8 — 43,2® auf 36,0 — 37,2® C. 

Krâmpfe. Bei Zwangsfütterung entwickelt sieh die Béribéri in 10 bis 
30 Tagen. Dann treten zienilitîh unverraittelt typisehe Krâmpfe auf, die mit 
einem starken Temperatursturz einhergehen. Storungen des Zentralnerven- 
systems steheii im Vordergrund. Typisehe Stellimg der Tiere: Rückbiegen des 
Kopfes bis auf den Rücken unter Anziehen der Beine. Die Erscheinungen kônnen 


1) Sherman c. s., Tht^ Vitamins. New York 1931. 

2) Browning, The Vitamins. London 1931. 

3 ) Béribéri in S t e p p - G y o r g y , A vi taminosen . 
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durch Beunnihigung der Tiere leicht hervorgerufen werden. Dit' Tauben gehen 
in diesem Zustand, wenn man sie unbehandelt làCt, in einigen Stiinden unter 
schwerer Atemnot und Verstàrkung der Kràmpfe zugrunde. Zwangsfütterung 
bei Nachlassen des Appétits oder Füttenmg von Kohlenhydrat beschleunigt 
den Ausbruch der Kràmpfe. Bei Zwangsfütterung vcrsuchen dit^ Tiere den 
Reis durch Schüttelbewegungen aus dem Kropf zu entleeren. Man hat den 
Eindruck, dab sie Ekel vor Reis haben. 

Der Verlauf der Taubenberiberi ist nicht immer so typisch. Daim gehen die 
Tiere unter Almahmtî dcis Gewichts ein. Die Beiiu^ sind oft gelâhrnt, so daB 
und 8chnabel zur Fortbewt^gung gt^brautdit 
werden. Abderhalden und Schaumann 
unterscheiden mehrere Formen der B Avita- 
minose bei der Taube. 

Bei der akuten Form der Taubenberiberi 
( Abb. 67) beobachtet rnan zuerst eine Storung 
der Gehfàhigkeit. Dit^ Tiere kônnen nur 
eine kleine Strecko normal gehen, darm tritt 
Ermüdung ein und die Flügel werden zu 
Hilfe genommen. SchlieBlich bleibt das 
Tier bewegungslos sitzen. DasHerz schlàgt 
heftig, man hat den Eindruck, dab das Tier 
sich überanstrengt hat. Flugversuche wer- 
den nur sehr selten beobachtet. Nach 
einigen Tagen macht die Taube unkohàrente Bewegungen mit dem Kopf. 
Schwingt man das Tier einige Male in der Luft, so làbt sich in diesem Stadium 
ein Krampf ausloscn. Durch Kontraktion 
der Nackenmuskulatur wird der Kopfgegen 
den Rücken gezogenl Das Tier überschlàgt 
sich und rollt wie eine Kugel. Im Laufe 
eines Tages tritt eine Atmungsstorung dazu. 

Die Taube reibt den Schnabel auf und 
geht unter Atemnot ein. Gewôhnlich tritt 
12 — 14 Stunden nach Beginn der Erschei- 
nungen der Tod ein. 

Der chroiiische Typ der Taubenberiberi 
ist in Abb. 68 gezeigt. Hier findet man die 
Tiere nach zweiwochiger Fütterung eines 
Morgens im Kàfig in einer Ecke sitzend. 

Sie bewegen sich nur ungern, vermogen 
sich zuerst aber aufzurichten. Nach einigen Tagen verlieren sie diese Fàhig- 
keit auch und sitzen nun bewegungslos auf einem Fleck. Meist lebt das 
Tier einige Wochen und verendet an derselben Stelle. Selten geht diese 
Form in die spastische über. Für den Testversuch sind diese Tiere nicht 
zu brauchen. 

Tiere des akuten Typs zeigen wieder verschiedene Erscheinungen. Bei 
manchen bleibt der spastische Zustand bis zum Tode bestehen. Bei anderen 
losen sich die Kràmpfe vorübergehend in kurzen Intervallen und kommen 
dann erneut wieder. Beiden Formen gemeinsam ist nur die Gewichtsabnahme. 



AbV). 68. Paralytischc Form der 
Taubenb(îrib(U’i. 

Für Testversuchc unbrauchbar. 
(Nach Funk.) 



Abb. 67. Spastische t'orm der 
Taubenberiberi. (Nach Funk.) 
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McCarrison (s. 1. c. 1) iinterscheidot zwei Formen der Béribéri bei Vôgeln: 
1. fPoljTieuritis columbarum mid 2. Béribéri columbarum, die verschioden sein 
sollen nach den Veranderimgen irn Nervensystem, den pathologischen Verânde- 
rimgon iisw. Die XTntt'rsnc}inng(‘n wiirdcîn von anderer Seite bestâtigt. Besoncïers 
auffallig sind bei der Polyneiiritis die histologischen Veranderungen des Nerven- 
systems, die in einern Schwinden der Nissischen Cranula ihren Ansdruck finden 
(vgl. ausführlich bei Kihr). 



Abb. 69. Typische Gewichtskurven von Kiicken auf der niehtautoklavierteii (240) 
nnd auf der autoklavierten Kost mit B^-Zugaben. (Nach Kline.) 


Weitere Erscheinungen der experimentellen Béribéri 4 a), 4 b) 
Hâmorrliagien, wie sie für den Vitamin 0-Mangel typisch sind, treten auch 
in manchen Fâllen der experimentellcn Avitaminoses B^ auf. 

Resistenz: Die Resistenz gegen Infektionen alksr Art ist erheblich vermindert. 
Die bakterizide Kraft des Bluts, dies Agglutininbildung, ist herabgesetzt. Vielleiciit 

4a) Kline c. s., J. of biol. Chem. 99, 295 (1932). 

4b) Norris c. s., Science 78, 643 (1930). 
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ist die Resistenzverminderung eine Folge des Temperatursturzes. Ebenfalls 
vermindert ist die Giftresistenz. Erhôht ist dagegen die Resistenz gegen 
Tr 3 ^anosomen. 

Pylorusspasmus: Moore 4) konnte bei Ratten Pylorusspasmus erzeugen und 
durch Injektion eines B^-Konzentrats heilen. 

3. Die experimentelle Béribéri bei Kücken und Huhn (1. c. 4a, 4 b) 

Im Gegensatz zur Taube benôtigt das Kücken das Vitamin B g. Werden junge 
Kücken im Alter von 1 Tag auf eine B-arme Kost gesetzt, so zeigen sic keine Ge- 
wichtszunahme und entwickeln Polyneuritis im Alter von 7 — 10 Tagen. Die Er- 
scheinungen sind dieselben wie bei dc^r Taube: Muskelinkoordination — Gleich- 
gewichtsstôrung — Opistho tonus der Nackenmuskulatur. Abb. 70 zeigt ein typisches 
Bild. Gewichtskurven mit und ohne B^-Zulage sind aus Abb. 69 ersichtlich. 

Bei Ernahrung der Hühner mit Reis oder Weifibrot, Maisstarke, Makkaroni 
usw., erkranken sic nach einer gewissen Zeit an Béribéri. Die ersten Zeichen er- 
scheinen nach 20 — 30 Tagen. Sic bestehen in einer beginnenden Paralyse der Ex- 
tensoren der Beine. Der Vogel sitzt oder bewegt sich auf flexierten Tarsometatarsal- 
Gelenken. Die Paralyse geht dann rasch auf 
Flügel und die gesamte Muskulatur über. Das Ti(‘r 
liegt bewegungslos auf der Seite. Eine schwere 
Prostration führt in 1 Woche zum Tode. Ein Früh- 
zeichen der Béribéri ist Cyanose des Karnms. Im 
Anfang sind spastische Erscheinungen selten. Ein 
weiteres Frühsymptom ist Dysphagie. Eingeführ- 
tes Wasser lauft wieder aus dem Schnabel heraus. 

Beim Füttern verschlucken sich die Tiere ôfter. 

In akuten Falleii mit Gewichtssturz entwickf^ln 
sich die Erscheinungen in 24 Stunden. Nach wei- 
teren 24 Stunden tritt unter Dyspnoo und Zyanose 
der Tod ein. 

Die Gewichtsabnahme betriigt etwa 20%. 

Bei mehr chronischem Verlauf bleiben die Tiere 
ohne wesentliche Gewichtsabnahme etwa 4 Wochen am Leben. Die Erschei- 
nungen sind dann Zyanose des Kamms und Lâhmung der Beine. Die Entstehung 
der HühiKîrbcM'ibc^ri wird durch Zwangsfütttîrung bcîschleunigt. 

Aufier an Hühnern lal3t sich Béribéri auch an Enten, Gansen, Sperlingen, Reis- 
vôgeln, Papageien und Wachteln erzeugen. Reine Béribéri ohne Gewichtsabnahme 
soll sich beim Huhn durch Verfütterung von Eigelb und gekochtem Fleisch hervor- 
rufen lassen. . 

4. Die experimentelle Avitaminose bei der Batte 5), 6), 7) 

Bei der Ratte àuBert sich die B Avitaminose au Ber in nervosen Sym- 
ptomen in AppctitnachlaB, Temperaturabfall, Atmungsverlangsamung, Tachy- 
kardie, Stillstand der Peristaltik, Versiegen der Salzsàuresekretion im Magen, 
Entzündungen der Darmschleimhaut und Gewichtsverlust. 

Die Ratte ist erst für den Test auf das Vitamin brauchbar geworden, 
seit man erkannt hat, daB die Kostmischungen bei Ratten, die zur Erzeugung 
der Avitaminose B^ dienen sollen, die anderen Vitamine, namthch das Vita- 
min Bg enth’alten müssen. Fehlt das Vitamin Bg, so gehen die Tiere vor Ent- 
wicklung der Beriberisymptome ein. 

4) Moore, Amer. J. of Physiol. 102, 605 1932. 

5) Scheunert c. s., Krkh.forschg 4, 389 (1927). 

6) Kihn, Zbl. Pathol. 33, 21 (1932). 

7) Hofmeister, Biochem. Z. 128 (1922); 129, 467 (1922). 

B O m s k O V , Vitaminforsdiung 11 



Abl). 70. Polyneuritis des 
Kückens. (Nach Klino.) 
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Gewichtsverlust. Jiinge Ratten wachsen aiif einer vollwertigen Kost, in 
der nur das Vitamin fehlt, in der ersten Zeit normal, stellen dann aber die 
Gewichtszunahme cin. Zugabe von Vitamin Bj führt zu erneutem Gewiohts- 
anstieg. 

Polyneiiritis. Auch bei der Ratte kann man ausgesprochene polyneiiritische 
Erscheinungen beobachten. Scheunert und Mitarbeiter konnten Spasmen 
iind Paresen der Extremitaten, ausgesprochenen Opisthotoniis mit Vornüber- 
fallen, Roll- und Wàlzbewegungen feststellen. Die Extremitàtenkràmpfe er- 
folgten einseitig, beiderseitig oder gekreuzt. Kihn sah Kreisel-Reitbahn- 
bewegungen, Rückwàrtslaufen iisw. Die Anfâlle konnten durch Ernehreeken 
der Tiere hervorgerufen werden. 

Hofmeister beschreibt 4 Stadien der Rattenberiberi : 1. eiiie langdaiierndc' 
Entwicklimgsperiod(' od(‘r Prodromalstadium, 2. ein ataktisch(\s Stadium, 3. ein 
spastisches 8tadiuin und 4. ein paralytisches Stadium. 

,,Das Prodromalstadiurn ist durch Appetitverlust, Gewichtsabnalime, zmieh- 
mende kôrperliche Schwache und geistige Dépréssion g(‘kennzeichnt't. D('r Appetit- 
verlust und die Gewicîhtsabnahme trattm b(M jungen 44eren oft ei'st nach ('inigen 
Tagen in Ersch(‘inung. Ôftta’s ist sogar, wie Ixa-eits erwiihnt, in der (Tstcai Woclie 
der Berib(‘ri-Kost noch eine geringe Zunahme des Gewichts zu beobachten. Haiifig 
finden sich in den ersten Tag(‘n grëlBerc' Schwankung('n, die wohl auf UnregelmaBig- 
keitcai in der AufriahuK' d(‘r ungewohnten Kost zu bezielKui sind. Dann folgt ein 
sc'hr regelmaBigt'r 3 — 4 Wochen dauernder Gewichtsverlust, der sich in (diau’ steil 
abfallenden, ineist etwas nach unten konkavcai Kiirve ausdrückt.“ 

,,Der Abfall ist l)ei jiingeren Tieren weniger steil als bei ausgewacliseiK'n. Ein 
lTnterschi('d zwischen Mamichen und Weibch(‘n b<‘steht nicht.“ 

,,Die Dauer dieses Gewichtssturzc^s bzw. d('s Prodromalstadiums iib('rhaupt, 
bis zum Eintritt d(‘r eu'sten, sich als Ataxie charakterisitavnden Storungen, zeigt 
groBe Gleichformigkdt, Sie Ix'trâgt im Mittel 29 Tage.“ 

Die OewichtsabnahnK' kann 50% und mehr betragen. Durcli starkerc'; Insulte 
koniK'n mit eiraan Schlag bei di(\sen Tieren die Symptomt' des nâchsten Stadiums 
ausgelôst w(‘rd(‘n . 

,,Die Symptôme des ataktischcai Stadiums schlieBen sich sonst meist umn(‘rklieh 
dern Prodromalstadiurn an. Am m(‘ist(‘n fallen die Cangstôrungen ins Auge. Dit‘ 
normale, lebhafte Beweglichkeit fehlt. Die Ti(‘re vermogen sich nur schwerfiillig 
und schwankend fortzubewegen, oft ist das Gehen nur ein Schleichen und Krieclum. 
Bei groBeren Anstrengungen erfolgen die Bewegimgim zitternd, rnanchmal geradezu 
zapp('lnd. Auf die Seito od(‘r auf den Rücken gelegt, V(‘rmogen sie sich anfangs mit 
der gewohnlich(‘n Flinkhi'it aufzurichh'n, fallen ab('r Ix'i stiirkerer Anstrtmgung 
ôfter auf die Gegenseite. Auf glattem, namentlich geneigtem Boden, gleitcm sie 
aus. Auf eine schmale Br(4.tkante gest('llt, vermogen sie nur sehr ungc^schickt das 
Gleichgewicht zu btîwahnai und fallen leicht herunh'r. Sie getrauen sich nicht, aus 
geringer Hoh(*, z. B. 20 — 30 cm, heral)zus{)ringen und, falls sie es riskieren, fallen 
sie ungeschickt auf oder überschlagen sich. . . . Beim Versuch, sich an einer Wand 
an d('n Hint(*rbeinen aufzurichtcm, verlieren sie leicht das Gl(‘ichg(wicht.“ 

,,M(4ir noch als im Prodromalstadiurn fiillt die Unentschlossenheit und Willen- 
losigkeit d(‘r Tiere auf. Si(; schiânen jede Initiative V(‘rloren zu haben. Auf die 
Tischplatte gesetzt, bleilx'ii sie oft wie verdutzt sitzen, zeigen keine Neigung zu 
Flu(!htbewegung('n, ja sie suchen g(‘radezu di(î Hand des Beobachters auf und kehren 
mit Vorlielre in den Kafig zurück, wo sie sich in eincan dunklen Winkel zirsammcm- 
kau(^rn.“ 

,, Dieses Stadium, das nach dern Gesagten durch Schwache und mangelhaftes 
Zusarnmenwirken d(*s Muskelapparat<‘s, vor allem durch mangelnde Br^herrschung 
d(îs Gleichgewichts charakterisiert ist, kann bei raschern Verlauf d('r Krankheit 
direkt in das noch zu beschreibende paralytische Endstadium übergehen. Die Trag- 
heit und Plnbcdhlflichkeit der lleîwegungen wird dann zur ausgesprochenen Parese, 
die Tiere bleiben erst vorübergehend, dann dauernd auf der S(‘ite liegen, kônnen 
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keinen Bissen mehr zum Maul fiihreii, horen auf sich zu putzeii und zii kratzen, 
bekommen ein struppiges Fell und vorfallen bald in einen somnolenten Zustand. . . 

,,Dieser direkt© Übergang des ataktisehen in das paralytische Stadiurn ist etwa 
in der Hâlfte der Falle zu beobachten. In der anderen Htilfte schiebt sich zwisciH'n 
sie die Période der spastischen und Zwangsbewegungen ein.“ 

,,Am haufigsten ist sie gekennzeichnet durch das Auftret('n von tonischer 
Streckung der Extremitàtcm. Unter Fortbestand der Ataxie nehrnen die spontanen, 
wie die durch auBere Reize veranlaBten Bewegungt'ii krainpfhafteii Charakter an. 
Besonders betroffen sind die hinteren Extremitaten. Fine davon odc'i* beide werden 
kürzer oder langer, steif abduziert gehalten oder beide sind nach riiekwarts gestreckt. 



Abb. 71. Erscheinungen der Ratten- 
beriberi . ( N ach S c h e u n e r t . ) 


Abb. 72. Rattt^nberiberi. 
(Nach Schounort.) 


Ist bloB eine Extremitat betroffen, so zeigen die Tiere Reitbahn- oder Zeigerbe- 
wegung. . . . Wc'rden die; Tiere auf die Seite gelegt und versuchen sich aufzurichten, 
so komrnt es infolge zu kraftiger Impulse nicht bloB zum Umfallen nach d(?r andereji 
Seite, sondern auch zu schraubenfôrmigen, überraschend kraftig(;n Rollbt^wegungen 
urn die Langsachse. Die Zwangsbewegungen erfolgen meist in derselben Richtung, 
doch kann diese auch arn selben Tago wechseln. In schweren Fallen entwickelt sich 
eine tonische Streckung aller Extremitaten einschlicBlich der Pfoten, so daB die 
ruhig sich vtk’haltenden Tiere scheinbar in die Hôhe gehoben werden und falls sie 
nicht eine Stütze finden, umfallen. Dabei ist dt^r Kopf meist zurückgebeugt, der 
Rücken gekrümmt. . . .“ 

„Seltener zeigen sich klonische motorische Stôrungen, Zittern, Zappeln oder 
veitstanzahnliche ïlewegungen, letztere namentlich in Form eines dauernden Pendelns 
des Kopfes, welches so heftig sein kann, daB das Tier trotz Anklammern an den 
Futternapf, nicht imstande ist, einen Bissen zu fassen.“ 

11 * 
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Selbst in diesera Stadium kônnen dio Tiere durch rechtzeitige Zufuhr des Vi- 
tamins innerhalb 24 Stimden vollkomrnen geheilt werden ! Erfolgt keine Behandlnng, 
so tritt allerdings das paralytische, zum Todo führende Stadium ein. Die Tiere ver- 
fallen in einen komatosen Ziistanci, der in kurzer Zeit tôdlich endet. 

Scheunert und Lindner (1. c. 5) sahen Krampferscheinimgen bei Ratten 
dann besonders hàufig, wenn die Kost das Vitamin in Spuren enthielt, die 
aber nicht für Wachstumsbeeinflussung ansreichten. 

Die Haupterscheinungen waren Streckkrampfe der Extremitàten, Zu- 
rückbiegen des Kopfes und spastische Schwanzstellung (Abb. 71), Der Schwanz 
ist oft steil in die Hôhe gerichtet, wobei die Schwanzspitze nach dem Kopf 
zu gebogen ist. Ofter hebt sich bei den Tieren der Hinterteil krampfartig 
zuckend in die Hohe, bis schlieÛlich das Tier zur Seite umfâllt. Weiter kommt 
eine durch die starke Kontraktur der Rückenmuskulatur bedingte Kyphose 
der Wirbelsàule zur Beobachtung. Ebenso konnten Kaukrâmpfe und Ptyalismus 
festgestellt werden. 

Erwàhnt sei noch, daB die vielfach bei der Rattenberiberi beobachteten 
Odeme (Pfoten usw.) nicht auf sondern auf B^-Mangel beruhen (s. dort). 

Anatomische Verânderungen der Béribéri bei Ratten beschreibt Hofmeistor, 
wàhrend Kihn die Nervenveranderungen studierte. 

Danaeh i^esteht das Wesen der Avitaminoses beim Tier in einer Degeneration 
der funktionierenden Elemente des Nervensy stems, Ganglienzellc'n, dc'ren Fortsatzc 
und der Aehsenzylinder. Dû^ V(*randerungen vollziehen sich in den verschiedenen 
Nervenpartien migleich rasch. Bei Mensch und Huhn scheinen die peripheren Nerven 
zuerst und stiirker zu leiden, l>ei derRatte und der Taube das Zent rainer vensy stem. 

5, Experimentelle Béribéri bei anderen Tieren 

Typische Berilx'ri kann ebenfalls bei Mausen, Affen, Hunden, Katztai und 
Meerschweinchen (‘rzeugt werd(‘n. 8pezifisch für den B^-Mangel ist bei der Mans 
der Wachstumsstillstand, der nach etwa 14tagiger Pütterung eintritt. 


II. Die Testmethoden auf Vitamin Bj 

A. Versuchstiere und ihre Haltung 
1, Tauben 8) 

a) Auswahl und Haltung der Tiere vor dem Versuch 
Kinnersley-Peters und Reader halten die beim Hàndler gekauften 
Tiere 20 — 30 Tage auf einer konstanten Kost, bevor sic in den Versuch kommen. 
Sie werden in groBen Drahtkâfigen gehalten, die etwa 6 X 6 X 8 Eu B messen. 
Die Kost besteht ans: 

Buehweizen 1 Teil 

Weizen 2 Teile 

MaisgrieB 1 Teil 

WeizengrieB 1 ,, 

Dari (Hanfsamen) . . 1 ,, 

Versuchsreif sind Tauben mit einem Gewicht von 280 — 380 g. Man bevor- 
zugt rein weiBe Tiere. 

8) Kinnersley-Peters -Reader, Biochomic. J. 22, 276 (1928); 18, 858 (1924). 
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b) Haltung der Tiero wâhrend des Versuchs 

Nach der Vorbereitungsperiode setzt man die Tiere zu 15 zusarnmen in 
einen groBcn Drahtkàfig mit Drahtboden (zur Ausschaltiing der Koprophagie), 
der 3 mal wochentlich giit gereinigt wird. Die Kàfige enthalten stets frisches 
Wasser imd Salzklumpen. Dazu erhalten die Tauben eine der nachstehenden 
Bj-freien Kostformen. Die Kàfige stehen in einem Raum mit konstanter Tem- 
peratur (10 — 15^). 

Nach Einsetzen der Beriberisymptome kommen die Taiiben in Einzelkàfige 
imd werden nun ins warme Labor gestellt. Sie sind nach Einhaltung gcîwisser 
VorsichtsmaBregeln für den Therapietest fertig. 

c) Fiittening der Tiere wâhrend des Versuchs 

Die Bj^-armc Kost wird ad libitum gegeben. Sie wird meist nach einiger 
Zeit verweigert. Die Tiere werden dann zwangsgefüttert. Die Fiittening ge- 
schieht mit kleinen Trichtern mit Gummistab in Mengen von 2 mal tàglich 
je 10 g. Zu beachten ist, daB Reis nur für eine gewisse Zeit eine vollwertige 
Nahrimg darstellt. Für andere Testmcthodcn ist evtl. ein Ziisatz zu füttern 
(s. dort). 

2. Kücken 

Kückeii werden im Alter von 1 Tag in den Versucli genoimnc'ii. Am Ix'sten 
('ignen sich weiÜe Leghornkücken mit einem Gewicht von 30 — 35 g. Die Ti('r(^ 
werden in Einzelkàfigen, die heizbar sind, gobalten. Sie erlialt(‘n die Ib-armes Diàt 
und Wasser ad libitum. Uin ein /(‘rstrcaien des Futters dui*ch Kratzc'ii usw. zu ver- 
meiden, wird der Futt(‘rnapf mit einem Deckel, der nur (un kh'iru's Loch (‘uthalt, 
versehen. Die Tiere werden tàglich gewogen. Am Ende jeder Woclie wird der Nah- 
rungskonsum ix'gistriert. Auf normahu* Diàt erreiclKui Hi(> nach 6 WocIkui (‘in (le- 
wicht von 300 g. 

Kücken eignen sich besonders zur Feststellung d{‘S Vitamins B^-(k‘balts (‘iiu's 
Materials, das auch an Vitamin B 2 reich ist. 

3. Ratten 

a) Auswahl und Haltung der Tiere für den Wachstuinstest 

Ratten werden im Alter von 21 — 28 Tagen in den Versuch genommen. 
Sie werden in den gewdhnlichen Kàfigcn ans Drahtgeflccht gehalten. Man ver- 
wendet nur Tiere, die imter denselben Bedingungen aufgezogen wurden, und 
verteilt sie nach Gcwicht, Geschlecht und Abstarnmung auf verschiedene 
Gruppen. Zur Auswertiing von 5 Substanzen braucht man etwa 50 Tiere, die 
man ans O — 8 Würfen unschwer zusammenbekomnit. Man verteilt sie in 
5 rndglichst gleichrnàBige Serien. Die Tiere werden wochentlich mindestens 
2 mal gewogen. 

b) Erscheinung der Ilcfcktion 

Enthàlt die Diàt bei Ratten reichlich Reisstàrke, so kann nach anfangs 
typischem Verlauf der Avitaminose plôtzlich Selbstheilung eintreten unter 
Ausscheidung groBer Mengen weiBer voluminôser Fàzes, die von den Tieren 
gern gefressen werden. Man nennt nach Fredericia9) dièse Erscheinung 
,,refection“. Sie ist übertragbar durch ein in den Fàzes vorhandenes Virus, 
das durch Kochen zerstôrt wird. Die auftretenden Mikroorganismen synthe- 
tisieren das Vitamin B^. Man erkennt das Vorliegen der Refektion auBer an den 
9) Fredericia, J. of Hygiène 27, 70, 1927. 
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beschriebenen Merkmalen am besten ans dem plotzlichori Anstieg der Ge- 
wichtskiirve. Um der Refektion vorzubeugen, ist es unbedingt nôtig, sàmt- 
liche Kostformen für die Ratte làngere Zeit zii erhitzen. Auch ohne Refektion 
enthalten Fàzes stets Vitamin Es muû vstets daraiif geachtet werden, da6 
den Tieren keine Gelegenheit zur Koprophagie gegeben wird. (Keine Holz- 
wolle, keine Streii in den Versuchskàfigcn !) 

e) Füttenmg d(^r Tiere 

Die Fütterung geschieht unter den für Testversuchen üblichen Kaiitelen. 
Fine neueTechnik gibt Mitchell 10) an, der die paarweise Fütterung einführt. 
Dabei wird stets ein Rattenpaar im selben Kàfig gehalten, sie bekommen dieselbe 
Kost und dieselbe Menge der zu prüfenden Siibvstanz. AiiBerdern wird aber dem 
einen Tiere eine bestirnmte Menge eines Vitamin Bj-Standards verabreieht. 
Es wird nun diejenige Menge gesucht, die bei beiden Tieren dieselbe Gewichts- 
zunahme herbeiführt, d. h. es wird auf optimale Vitamin versorgiing getestet. 

d) Auswahl der Tiere tür deii kiirativen Beriberitest 

Für den kiirativcai T(\st, d. h. für den T(\st, der die Heilimg der Rattenberiberi 
als Kriterium benutzt, nirnmt man besser aiisgc'wachsene Ratten, die Ixn Versuehs- 
anfang ('twa 250 g sehwta- sind (w('i))lieh(‘ Tûm’c' (*twa 170 g). Sie erhalttai eine d(‘r 
ang(‘gebenen Kostformcai imd inüss(‘n in d(‘n folgeiKÜ'n 21 — 24 Tagen (‘rheblich an 
Ch'wieht almelmK'U , 

4. Mause 

Mause werd(‘n ini Alter von 3 Wocben in <l(‘n Versiieli genommen. Die G('- 
wiclitS7Ainahm(‘ hôrt iiri Altc'r von 28 — 38 Tagen gewohnlich auf. Sie sind dann für 
den Waehstumst('st verwendbar. Ttigliche Gewiehtskontrolh'n sind angebracht. 


B, Vitamin Bi-freie Kostformen 

1. Für Tauben 


a) Diàt nach Peters und Mitarbeiter 
Polierter Reis ad libitum 
Salz (NaCl) 

Lebertran. 


Der Reis wird nach mehrstündigem Wassern unte^r der Wasserlcitung ge- 
trocknet und darauf 8 Stunden lang auf 120® erhitzt. Salz ist in Klumpen in 
den Kàfigen enthalten. Tran wird einzeln verabreieht. 


b) Diat nach Randoin und Mitarbeiter 


WeizeneiweiB 20 g 

Zueker 230 g 

Biitt(‘r 20 g 

Filterpapier 10 g 

Agar-Agar 40 g 

Salzgeinisch Osborne 20 g 

Citronensaft 30 ccm 


Die Kost wird vor deir Fütterung (>rhitzt. 


(fraglich 

nôtig) 


ob 


10) Mitchell, Amer. J. Physiol. 104, 594 (1933). 
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c) Diàt nach Marrian 

Reisstarke 66 % 

Casein 16 % 

Agar-Agar 8 "o 

Butter 4 % 

Papier 2 % 

SalzgeTuisch 185 4 % 

d) Diàt nach Block-Cowgill usw. für den Taubenwachstumstest 

Reis poliert ad libitum 

Handelsfleisc;hrückstàn(l(' (1er Flei8c})saftfal)rikeu 

Salzgemisch Osl)orn.e 0,075 — 0,1 g pro di(' 

Lfibertran 2 Troph'ii pro die 

Lcbortran und Salzt; wcuxlen tàglicli in kioinen Celatinekaps(‘ln verabreicht. 


2. Für Kücken 

a) Diàt nach Hiint und Kraus 

Reis, polâ'rt 78% 

Casein Bi % 

Salzgernisch 4 % 

Le ber tr an 2 % 

Bei B^-Zugabe (‘riialbai Kiick(>n ihr Cewicht und sind g(‘Kinid. Bei Zngalx» 
von B 2 (wichtigü) tritt Gewichtsverlust und Polymniritis ein. 

b) Diàt von Kline-Elvchjcm-Keenan-Hart 

Mais 58 % 

Weizen, inittelfeiruîs Mehl 25 % 

Casein i 2 % 

Salzgemisch 1 % 

Leix'rtran 2 % 

Calciumcarbonat 2 % 


Vorstehende Kostforrn ist für das Kü(;ken voll ausreiclK'iid. JOrliitzt rnan si(^ 
aber (ohne Pran und Calciumcarbonat) 5 Stunden bei 120'* im Autoklaven, so wird 
sic durch Zerstërung des Vitamins B^ in eine Béribéri (‘rzcaigcaide v(‘rwandelt. 
Kückcm zeigen schon nach 7 — 10 Tag<‘n, wcain su? daniit gt^fütt(‘rt W('rd(‘n, KràTnph'. 
Sie bleibcn im Wachstum zurück. Zugabe von 2% Trockenh(^fe verhütet die Ent- 
stehung der Béribéri nicht. Erst 4% führen zu normalem Wa(*hstum. Ziigalx* von 
autoklavierter Hefe ock'r 1% sind ohm^ EinfluC. Die Diàt eign(‘t sich l)('sond(':rs zur 
Auswertung s('hr B 2 -reicher Nahrungsmitt(‘l auf Bj 11). 

3. Yitamin B^-arme Diâten für Ratten 
Allgofiieincs 

Bei der Herstellung einer Bj-arrnen Kost für die Ratte rnuû bcn-ück- 
sichtigt werden, daÛ sie auf eine gcnügende Zufuhr des Vitamins B^ angewiesen 
ist. Man kann das Vitamin Bg entweder in Form autoklavi(‘rter Hefe oder aber 
in Form von ,,Ei“weif3 einer Kost einverleiben. 

Zulage von Hefe hat den Nachteil, Diarrhôen hervorzurufen, die das Tier 
bedeutend sehwàehen und die Auswertung storen konnen. Allerdings wird 
in den allermeisten Kostforrnen ein Hefezusatz verwandt. Das Eiereiweili 
scheint der Hefe nicht gleichwcrtig zu sein. Zugabe einer bestirnmten B^-Menge 
ruft auf einer Kost, die Bg als autoklavierte Hefe enthàlt, besseres Wachstum 
hervor als auf einer Kost, die Ei (in Form von EiweiB) enthàlt. Es fehlt im 

11) Kline-Elvehjem usw., J. of biol. Chem. 99, 295 (1932/33). 
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WeiBen des Hühnereies ein weiterer Faktor, der für das Wachstum der Ratte 
erforderlich ist, der in der Hefe vorhanden ist (s. hinten). 

Bei der Herstellung einer Bj^-armen Kostmischung ist auf Bj-Freiheit aller 
verwandten Bestandteile zu sehen. Aile Kostmischungen für den Bj^-Test bei 
der Ratte werden zweckmàBig 3 — 5 Stunden auf 100® erhitzt, iim der Refek- 
tion vorzubeugen. Weiter ist für genügende Zufuhr der Vitamine A und D 
Sorge zu tragen. 

Rcinigung des Caseins 

Das Casein wird aus abgerahmter Milch (Zentrifuge) durch sehr verdünnte 
Salzsàure gefallt, durch Gaze abfiltriert und nach Abpressen in sehr verdünnter 
Natronlauge gelôst. Die Umfàllung wird 3 mal wiederholt. Die alkalische 
Lôsung wird schlieBlich durch Gaze filtriert und nochmals gefallt. Man 
wàscht das Casein mit 50%igem Alkohol, dann mit 96%igem und trocknet 
an der Luft. 

3 kg dieses Caseins oder des kàuflichen Produkts werden in 30 LiterWasser 
suspendiert, mit 50 ccm Eisessig und je 5 ccm Chloroform und Toluol versetzt 
und 14 Tage unter ôfterem Rühren gewàssert. Dabei wird die Losung 
oft erneuert. Wàhrend der 3 letzten Tage nimmt man statt Leitungswasser 
destilliertes Wasser. Das Casein wird abfiltriert und getrocknet. 5 kg des 
trocknen Pulvers (100®) werden mit 25 Liter 25%igem Alkohol 24 Stunden 
lang unter Rühren bei Zimmertemperatur behandelt. Man wàscht mit 
96%igem Alkohol und trocknet bei 100®. 

Nach einer andercn Vorschrift werden 200 g Casein in 1 Liter 60%igem 
Alkohol suspendiert und 30 Minuten gerührt. Die Mischung bleibt 5 — 6 Stunden 
stehen. Das Casein wird abgesaugt und mit 500 ccm Alkohol gewaschen. Der 
ProzeB wird wiederholt, wobei das Gemisch mindestens 18 Stunden stehen 
bleiben muB. Das Casein wird schlieBlich mit 96%igem Alkohol gewaschen 
und getrocknet. 

Rcinigung der andercn Kostbestandteile 

Fleischrückstànde werden durch eine Hackmaschine sehr fein zerkleinert 
und in kleinen Portion en in kochendes Wasser einge tragen. Die Losung mu B 
einige Minuten sieden. Man preBt don Niederschlag ab und tràgt ihn nochmals 
in kochendes Wasser ein. Das Fleisch wird anschlieBend bei 60® getrocknet. 

Stàrke kann durch Alkoholextraktion von den anhaftenden Bj^-Spuren 
befreit werden. 

Die einzelnen Kostformen 

Nr. 1. Sherman-Spohn 12), 13). 

Eine der besten und gebrâuchlichsten Kostformen für den Vitamin B^-Test 
ist die Kost von Sherman-Spohn, die aus folgenden Bestandteilen besteht: 


Casein 18% 

Stàrke 68 % 

Butterfett 8% 

Salze 4% 

Lebertran 2 % 


12) Sherman-Spohn, J. amer. chem. Soc. 45, 2719 (1923). 

13) Sherman-Kramer, J. amer. chem. Soc. 46, 1055 (1924). 
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AuBerdem erhalten die Tiere autoklavierte Hefe oder autoklavierten Hefe- 
extrakt zur Deckung des Vitamin Bg-Bedarfs. Zugabe von 0,5 g Trockenhefe 
pro die genügt, um die Kost voUwertig zu machen. 

Nr. 2. Chick und Roscoel4). 

Die Kost ist die für den Rattenwachstumstest am meisten benutzte. Sie 
besteht ans: 

Casein, extrahiert nnd erhitzt . 100 Teile 


Reisstàrke 300 

Arachisôl 75 

Salzgemisch McCollum ... 25 

Wasser 500 


Die Tiere erhalten auBerdem einen Vitamin Bg-Extrakt oder autoklavierte 
Hefe, weiter 0,05 — 0,1 g Lebertran pro die. Die Hefezulage entspricht 0,4 g 
autoklavierter Hefe. 

Nr. 3. Kinnersley c. s. 15). 

Eine Kost, die für den kurativen Rattentest geeignet ist, beschrieben 


Kinnersley und Mitarbeiter. Sie besteht aus: 

Casein, Brit. Droug. House . .20% 

Reisstàrke "70% 

Agar-Agar 2 % 

Salzmischung McCollum ... 5% 

Lebertran 3 % 

Hefe, autoklaviert 6% 


Statt Hefe kann ein autoklavierter Hefeextrakt Verwendung finden. 

Bemerkungen zu nachstehender Tabelle. Zu Nr. 4 und Nr. 5: Die 
beiden Kostf ormen stellen die Typen dar , aus denen sich viele andere Diàten entwickelt 
haben. Die Bestandteile werden in der oben beschriebonen Weise vor der Verwen- 
dimg gereinigt. Zu Nr. 6: Die Hofmeistersche Kost ist besonders für den kura- 
tiven Test am erwachsenen Tier geeignet. Sie wird durch Zusammenkneten der 
Einzelbestandteile mit Wasser hergestellt (etwa 70 ccm Wasser für 100 g Mischung). 
Casein und Reisstàrke werden mit Alkohol extrahiert und erhitzt. Der Gehalt an 
Lebertran ist für heu tige Begriffe zu hoch. Zu Nr. 7 : Die Kost ist eine Modifikation 
der Nr. 1. Sie ist unter der Bezeichnung 94 bekannt. Zu Nr. 8: Weizenmehl und 
Fleischrückstànde werden mit Alkohol extrahiert (12 Stunden, 96%iger Alkohol). 
Z U Nr. 9 : Die Kost ist eine Modifikation der Nr. 2. Nr. 2 ist als P 2 L-Kost bekannt. 
N r. 9 wird auch mit FL bezeichnet. Nr. 9 enthàlt light white Casein und hat den 
Vorteil, besseres Wachstum zu gewàhrleisten. Zu Nr. 10: Die Kost wird in der 
Literatur als EL bezeichnet. Man vervollstàndigt sie durch Zugabe von 2 — 5 Tropfen 
Lebertran pro die. Zu Nr. 11 und 12, 13: Die Kostformen enthalten statt Stârke 
reinen Rohrzucker, der vollkommen vitaminfrei ist. ZuNr. 14und 15: DasFleisch 
wird 6 Stunden bei 100® autoklaviert. Zu Nr. 16: Die Kost muB durch Zugabe 
autoklavierter Hefe vervollstàndigt werden. Crisco ist hydriertes Baumwollsamenôl 
mit dem Schmelzpunkt = 38. Die Kost enthàlt auBer den angegebenen Bestand- 
teilen noch weitere 2 % Agar-Agar. ZuNr. 17 : Die Kost wird durch 2 % Agar-Agar 
vervollstàndigt. Zu Nr. 18: Lebertran imd Butterfett werden kühl aufbewahrt und 
erst kurz vor der Fütterung zugegeben. Aile anderen Bestandteile werden mit Wasser 
zu einem Brei angerührt und autoklaviert. Das Casein wird wie oben gereinigt. 
Die Kost enthàlt aufierdem 2% Agar-Agar. Zu Nr. 19: Die Marmitelôsung wird 
2 Stunden bei alkalischer Reaktion autoklaviert. 

14) Chick-Roscoe, Biochemic. J. 23, 498 (1929); 24, 1744 (1930). 

16) Kinnersley-Peters-Reader, Biochemic. J. 24, 1820 (1930). 

11 ' 
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Weitere B^-freie Kostmischungen für den Rattenversuch 


Nr. Autor 

Stârke 

O/ 

/O 

Dextrin 

/O 

Casein 

0/ 

/o 

Fett 

0/ 

/() 

Salz- 

mischg. 

(V 

/O 

Tran 

0/ 

/O 

Hefe, 

autokl. 

0/ 

/o 

4 Osborne . 

52,4 



19,6 

9B 

4 







15S 




5 Osborne. 

50,6 

— 

18 

9B 

4,5 







18S 


' 


6 Hofmeister 

50 

— 

22 

13C 

5 

10 


7 Sherman 

68 

— 

18 

10 B 

4 



8 Sherman 

82 


10F 


4 


4 

9 Chick . . 

dieselbe Kost wie 

Nr. 2 n 

lit light white Casoin 

10 Chick . . 

25 

— 

66 H 

6,3 Ba 

2,1 



11 Evans . . | 

70 Z 


20 

— 

4 

2Tr.T/T 

10 

12 Evans 16) 

59 Z 

— 

20 

10 S 

4 


10 

13 BurrlB) .| 

72,2 Z 



24 

— 1 

3,8 



14 Sure 17) . 

— 

61 

15F 

lOB 

4 



1 



10 





15 Surel7) . 

— 

64 

20 

lOB 

4 



1 



15 F 





16 Hunt 18) . 

64 

— 

18 

10 Ba i 

4 

2 


17 WalkorlÜ) 

— 

67 

18 


4 

2 

3 

18 j Guerrant 

— 

56 






i 20 ) 


15Z 

18 

3B i 

4 

2 


19 j Guha21) . ' 

75 

— 

21 


4 

1 Tr. T/T 

1 ccm 50 % 








Marm. Lg. 

20 j D r U r y 22) 

55 ; 

i 

20 

20A ! 

5 : 

2Tr.T/T ! 



Zeichonerklârimg : B = Biitterfett, O Cocosfett, S -- Schweinefott, Ba = 
Baumwollsamonôl, gehartet, Crisco, Z — Ziicker, Tr. T/T = Tropfen pro Tag/Tier, 
F = Fleischrückstânde, H = Weifîes vom Htüinerei. 


Bi-arme Kostmischungen für Mâuse 

Eirio Kost, dio für den Test an der Mans Verwendimg findet, ist folgende: 


Casoin, geroinigt 31% 

Komstarke 38% 

Crisco 24 % 

Salzgemisch Osborne 7 % 


Dazu tàglich 200 mg autoklavierte Hefe pro Tier und 2 Tropfen Lebertran. 

16) Evans-Lepkovsky , J. of biol. Chem. 83, 269 (1929). — Evans-Burr, 
J. of biol. Chem. 77, 232 (1928). — Lepkovsky-Wood -Evans, J. of biol. Chem. 
87, 239 (1930). 

17) Sure, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 30, 779 (1933); J. of biol. Chem. 
76, 673 (1928); 83, 387. 

18) Hunt, J. of biol. Chem. 79, 726 (1928). 

19) Walker -Nelson, Amer. J. Physiol. 103, 25 (1933). 

20) Guerrant-Dutcher, J. of biol. Chem. 98, 225 (1932). 

21) Guha-Driimmond , Biochemic. J. 23, 880 (1922). 

22) Drury -Harris, Biochemic. J. 24, 1632 (1930). 
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C. Die einzelnen Testmethoden 

1. Der kurative Taubentest von Kinnersley und Peters 23), 24), 25) 

Tauben, die bei einem Anfangsversuchsgewicht von 280 — 380 g nach aus- 
schlieÔlicher Ernàhrung mit poliertem, gewàssertem, autoklaviertem Reis unter 
Zusatz von Lebertran und Kochsalz oder mit einer der anderen Diàten ge- 
fûttert wurden, entwickeln typische Polyneuritis zu 40 — 50% innerhalb 3 bis 
5 Wochen. (Die Gewichtsabnahme der Taube betrâgt etwa 50 — 60 % des Aus- 
gangsgewichts bis zum Eintreten der typischen Beriberisymptome.) Das Aus- 
lôsen der Kràmpfe wird durch niedrige Temperatur und durch Witterungs- 
umschlàge begünstigt. Bringt man solche Tiere ins warme Labor, tritt spontan 
Wârmeheilung ein, wàhrend der sich der Kjampf für mehrere Stunden bis zu 
1 Tag lôst. Diese Heilung ist stets von einem neuen Anfall gefolgt. Erst in 
diesem Stadium sind die Tiere versuchsreif. 

Für Testversuche gelangen nur solche Tiere zur Anwendung 26 a) , 26 b) , 27) , 
die erstens die rein spastische Forrn der Béribéri zeigen und die zweitens mehrere 
Stunden bei der Temperatur des Versuchsraumcs ununterbrochen im Beriberi- 
krampf verharren. Ausgewertet werden nur Versuche, bei denen die Heilung nach 
3 — ^6 Stunden eintritt und mindestens 36 Stunden einwandfrei anhalt. Normaler- 
weise dauert die Heilung mit der unteren Vitamingrenzdosis 2 — 4 mal 24 Stunden. 
Zur Erzielung eines guten Durchschnittswertes werden 6 Tauben für jedes 
Prâparat benotigt, die die Substanz in Wasser gelôst subkutan unter den Flügel 
injiziert erhalten. 

Sind die Tiere nach der Injektion anscheinend geheilt, lebhaft, zeigen auf- 
rechte Haltung, putzen die Federn usw., so kann Pseudoheilung eingetreten 
sein. Um dies zu cntscheiden, wird der Kopf der Taube einige Male in diesell)e 
Lage gebogen, die er beim ELrampf innehatte. War die Dosis zu klein oder lag 
Pseudoheilung vor, so kann man auf diese Weise, wenigstens vorübergehend, 
den Krampf wieder auslosen. Zeigt diese Behandlung keinen EinfluB, so wird 
das Tier mehrere Male im Kreis herumgeschwenkt. Wird auch hierdurch kein 
Krampf ausgclôst, so ist die Heilung als fast si cher anzusehen. Immerhin 
reagieren einige AuBenseiter auch hierauf nicht, doch werden diese dadurch, 
daB der Test an 6 Tieren zugleich ausgeführt wird, leicht erkannt. 

Die Prüfung auf Pseudoheilung ist auBerordentlich wichtig 26) . Viele in 
der Literatur als kristallisierte Vitamin B-Prâparate angesprochene Sub- 
stanzen sind bei richtiger Auswertung vollkommen wirkungslos. Schon rnancher 
TrugschluB hatte bei richtiger Technik vermiedcn werden kormen. 

Die Berechnung der Wertigkeit des Prâparats erfolgt, indem man das 
Gewicht der Dosis durch die Anzahl der Tage bis zum Wiederauftreten der 
Krampfe dividiert und dadurch die Taubentagesdosis des Praparats erhàlt. 

Eine Taubentagesdosis ist gleich einer internationalen Einheit (Kinnersley). 

23) Kinnersley -Pete^r s c. s., Biochemic. J. 18, 585 (1924); 19, 820(1925); 
21, 777 (1927); 22, 267, 419 (1928); 24, 1832, 1944 (1930). 

24) Schultz -Laquer, Z. physiol. Chem. 219, 158 (1933). 

25) Williams- Seidell, J. of biol. Chem. 26, 431 (1916). 

26) Kon, Biochemic. J. 20, 834 (1927). 

26a) Scheunert- Schieblich, Z. Tierzüchtg 8, 315 (1927). 

26b) Coward c. s., Biochemic. J. 27, 1719 (1933). 

27) Guha-Drummond, Biochemic. J. 23, 882 (1929). 
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Zu beachten ist, daû bei Injektion der Substanz eine etwa 30 % grôfîere Wirkung 
erzielt wird, als nach peroraler Darreichung. 

Tiere, die zu schwach sind, werden selbstverstàndlich nicht für die Aus- 
wertung herangezogen. Am besten nimmt man nach Kinnersley c. s. nur 
solche Tiere, die vor dem 30. Tage an Béribéri erkrankten. Der Ausbruch der 
Kràmpfe ist für ein und dasselbe Tier sehr konstant (,,day constant^), doch 
für verschiedene Tiere differierend. Man kann Tiere auf der Reiskost ein- 
teilen in schnell reagierende, bei denen typische Symptôme schon nach 17 Tagen 
erscheinen, mittel reagierende, bei denen in 17 — 23 Tagen die typischen Kràmpfe 
erfolgen, und langsam reagierende, die erst in 23 — 30 Tagen ansprechen. Ge- 
wicht und Farbe der Tiere spielen dabei keine Rolle. 

Die zu prüfende Dosis muB innerhalb 6 — 12 Stunden nach Einsetzen der 
Symptôme verabreicht werden. Die Heilung soll nicht mehr als 10 Tage be- 
tragen. Nach dem Wiederauftreten der Symptôme erhalten die Tiere eine ge- 
nügende Dosis Marmite und bleiben noch 2 — 3 Tage im Labor. Dann kommen 
sie wieder zu den anderen Tieren in den Tierstall und erhalten die Standardkost. 
Nach 20 — 30 Tagen sind sie wieder für Reisemàhrung brauchbar. 

AuBer der Wàrmeheilung, auf die wie oben geprüft wird, ist vielfach 
empfohlen, den Tieren vor dem Test eine Dosis von Glukose zu verabreichen. 
Einige Tiere zeigen darauf Heilung und werden ausgeschaltet. 

Eine gewisse Rolle bei der Auswertung eines Pràparates spielen weiter die 
abnorm' stark reagierenden Tiere, die schon mit Dosen geheilt werden, auf die 
andere noch nicht reagieren. Durch genügend groBe Serien kann man solche 
Fàlle ausschalten. Bei der Berechnung werden sie nicht berücksichtigt. Ein 
Beispiel eines solchen Falles ist aus folgender Tabelle ersichthch: 


Tabelle 60 

Préparation. Stock H. 0,1 cc. = 1/1900 of the whole 


Dose 

Bird 

Day on which 
symptoms 
appeared 

Days of 
cure and 
protection 

0,1 cc. 

37 

23 rd 

2 


52 

24 th 

2 


[60 

24 th 

(6)?] al 


2 

31 St 

2 

0,2 cc. 

30 

— 

3 


1 

23 rd 

4 


56 

30 th 

4 


98 

18th 

7 


66 

28 th 

7 


Die Fehlergrenze der Méthode betràgt etwa 40%. 

Die Méthode ist nicht ganz einfach zu handhaben. Man halte sich stets die 
Fehlermôglichkeiten vor Augen. Manche Fehler lassen sich vermeiden, wenn man 
wie oben beschrieben verfàhrt. Man muB also: 

1. die Tiere vor Beginn des Versuchs mindestens 20 — 30 Tage auf einer voll- 
wertigen Standardkost hait en. 

2. Die Hitzeheilimg ausschalten. 

3. Die Glucoseheilung prüfen und erst, wenn diese negativ ausfàllt, testen. 
Die meisten Tiere lassen sich nur einmal durch Glucose zur Heilung bringen 
und sind dann brauchbar. Immerhin sind Fàlle bekannt, in denen die Hei- 
lung durch Glucose stets eintrat. Solche Tiere sind unbrauchbar. 
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4. Die Wasserheilung ausschalten. Einige wenige Tiere sind durch Wasser- 
injektion heilbar. Diese Fehlerquelle ist schon durch die Prüfung auf Glu- 
coseheilung ausgeschaltet. 

5. Die zu stark reagierenden Tiere vemachlassigen und stets mit einer ganzen 
Sérié von Tioren für jede Dosis arbeiten. 

Die Prüfimg auf Glukoseheilung geschieht durch Injektion von 20 — 40mg Glucose. 

Noch eine weitere Fehlermôglichkeit ist gegeben. Es ist bekaimt, dal3 einige 
Tiere überhaupt nicht auf Zufuhr von reagieren. Kinnersley c. s. fanden, 
daÔ etwa 1 % aller Tauben durch Zufuhr von nicht geheilt werden. Durch An- 
wendimg genügend groÛen Tiermaterials làBt sich diesor Fehler vermeiden. 

Tabelle 61 nach Windaus und Mitarbeiter (1. c. 56) zeigt ein typisches 
Auswertungsbeispiel mit der rein dargestellten Substanz: 


Tabelle 61. Taubenversuche 


Nr. 

1 

Anfangs- 

gewicht 

Auftreten 

der 

Krampfe 
nach Tagen 

Nach 

dieser 

Zeit 

Gewicht 

in g 

Angew. 

Dosis 

in y 

Anzahl der Tago, 
wahrend welcher 
die Krarnpfo 
ausblieben 

Tages- 

dosis 

in y 

12 

478 

23 

297 

6,6 

4 

1,7 

20 

373 

18 

276 

6,6 

2 

3,3 

35 

400 

25 

266 

6,6 

2 

3,3 

79 

373 

18 

228 

6,6 

3 

2,2 

110 

363 

21 

223 

6,6 

3 

2,2 

44 

380 

21 

249 

6,6 

3 

2,2 

53 

405 

27 

249 

6,6 

2 

3,3 

78 

406 

20 

313 

6,6 

3 

2,2 

108 

451 

25 

268 

6,6 

4 

1,7 

93 

355 

29 

212 

5,5 

2 

2,7 

183 

407 

25 

245 

5,5 

2 

2,7 

30 

449 

23 

270 

5,5 

2 

2,7 

13 

411 

27 

240 

5,5 

3 

1,8 

15 

442 

20 

302 

5,5 

2 

2,7 

40 

380 

26 

220 

5,5 

4 

1,4 

32 

420 

25 

228 

5,5 

2 

2,7 


2. Der prophylaktische Taubentest 

Die oben beschriebene Méthode der Auswertung des Vitamins kann auch 
in prophylaktischor Form Anwendung findeii. Allerdings ist sie weiiiger sicher. 

Man hat bei der prophylaktischen Méthode zwei Fehlerquellen zu berücksich- 
tigen. Erstens muB der „day constant^ des Tieres, d. h. der Tag an dem die Taube 
imbehandelt golassen, an typischen Erscheinungen erkrankt, bekannt sein und zwei- 
tens muB man berücksichtigen, daB nach etwa SOtâgigcr Keisfütterung der Vitamin 
Bj-Bedarf des Tieres ein grôBerer ist als vorher. Man kann also z. B. ein Tier wah- 
rend 30tagiger Fütterung durch prophylaktische Gabon vor der Polyneuritis schützen, 
aber in manchen Fâllen tritt nach dieser Zeit doch die Krankheit auf. 


3. Der kurative Rattentest von Peters imd Mitarbeiter 29) 

Der Test beruht auf der Erscheinung, daB ausgewachsene Ratten (mànn- 
lich, Gewicht etwa 250 g, weiblich, Gewicht etwa 170 g) auf einer B^-freien Kost 
nach 21 — 24Tagen 100 — 120 g an Gewicht verlieren und typische, auf B^-Mangel 

29) Kinnersley-Peters-Reader , Biochemic. J. 24, 1820 (1930). 
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beruhende Erscheiiiungen zeigen, die durch Zufuhr von Vitamin behoben 
werden kônnen. Die Erscheinungen sind die von Hofmeister beschriebenen. 
Es setzen nach etwa 21 — 24 Tagen ziemlich unvermittelt Konvulsionen ein, 
die von Paralyse der hinteren Extremitaten begleitet sind. Nur Tiere im atak- 
tischen oder spastischen Stadium sind zu verwerten. 

Die zu prtifende Substanz wird am besten mit der Pipette oder aber sub- 
kutan gegeben. War sie wirksam, zeigt sich schon nach 20 Minuten eine deut- 
liche Besserung im Zustand des Tieres. Die Heilung dauert je nach der Dosis 
làngere oder kürzere Zeit. Im allgemeinen ist eine Heilung von 8 — 12 Tagen 
zu erzielen. Das Tier wird bis zum Auftreten neuer Beriberisymptome beob- 
achtet und die Zeit als Maûstab der Wirkung angesehen. Die Berechnung 
erfolgt wie bei der Taubentagesdosis, indem man die Dosis durch die Anzahl 
Tage bis zum Wiederauftreten der Erscheinungen dividiert und so die Ratten- 
tagesdosis des Pràparats erhàlt. Eine Rattentagesdosis entspricht etwa 0,5 bis 
1 Taubentagesdosis. Die Rattentagesdosis ist identisch mit der Sherman- 
Einheit. 

Bei der Auswertung ist zu beachten, daB nicht aile Symptôme der Béribéri 
wàhrend der Behandlung verschwinden. So bleiben z. B. die Ataxie und die 
Odeme der FüBe bestehen. Sie beruhen nicht auf Mangel an B^, sondern auf 
B 4 -Mangel (s. dort). Als Kost wird am besten die Hofmeistersche oder die 
von Peters-Kinnersley und Reader verabreicht. Der kurative Rattentest 
ist nicht so genau wie der Taubentest. Doch kann man bei einiger Übung ver- 
gleichbare Werte erzielen: 


Tabelle 62 



Dose of 
vitamin 
prep. ce. 

No. of d 

Pigeons 

ay doses 

Rats 

Activity 

mg. 

(A) 

1,0 

4,4(20) 

4 (3) 

1,2 

(B) 

0,1 

2,9(37) 

4,5(12) 

0,13 


0,15 

— 

6 (2) 

0,13 

(C) 

0,10 

3,8 (8) 

3,5 (5) 

0,10 

(D) 

0,08 

5,0 (3) 

4 (6) 

0,25 


Tabelle 63 
A. Pigeon tests 


Bird 

Month of 
test 

Weight 

g- 

Days on 
diet 

Dose 

mg. 

Day cure 

Day dose 
mg. 

a) Doses introduced by tho mouth: 





213 

July 

220 

20 

0,044 

9 

0,005 

104 

,, 

217 

19 


5 

0,008 

166 

99 

240 

17 


3 

0,015 

123 

June 

217 

26 


5 

0,009 

174 

July 

250 

25 

,, 

4 

0,011 

210 

June 

300 

— 

,, 

11 

0,004 

163 

99 

208 

13 

0,029 

9 

0,003 

130 


224 

20 

0,087 

8 

0,011 

149 

99 

280 

20 

0,029 

2 

1 0,015 


Average 0,009 mg. 
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Bird 

Month of 
test 

Weight 

g- 

Days on 
diet 

Dose ! 
mg. 1 

Doy cure 

Day dose 
mg. 

b) Doses injected into breast muscle in 0,5 cc. 0,9% saline: 


103 

Aug. 

170 

15 

0,020 

2 

0,010 

345 


250 

30 

0,018 

7 

0,0025 

390 

Sept. 

294 

24 

0,024 

4 

0,006 

254 

Oct. 

202 

27 


2 

0,012 

411 


258 

27 


6 

0,004 

365 

- 

260 

27 

- 

4 

0,006 


Average 0,007 rng. 


B. Rat tests 


Rat 

Dose mg. 

Day cure 

Day dose mg. 

346 

0,029 

8 

0,004 

376 

0,029 

7 

0,004 

347 

0,020 

3 

0,007 

386 

: 0,020 

3,5 

0,006 


Avi'rage 0,005 nig. 


4. Der Test am Reisvogel 

Hollànder und Japaner bevorzugen ziim Nachweis des Vitamins den 
Versuch am Reisvogel (Munia maja). Spruyt gibt folgende Technik 30) : 

Die Reisvogel werden in Zehnergruppen in groBen Kàfigen gehalten und 

14 Tage lang ausschlieBlich mit poliertem gewàssertem Reis und Wasser ge- 
füttert. Dann erhalten sie das zu prüfende Pràparat. Dabei wird die Substanz 
in wàBrig-alkoholischer Lôsung auf dem polierten Reis getrocknet und ver- 
füttert. Die Tiere erhalten den so behandelten Reis ad libitum. Die Auswertung 
erfolgt dur ch Vergleich der Ergebnisse mit denen eines Standardversuches, 
in welchem ein kristaUisiertes Vitamin B j -Pràparat auf Reis getrocknet ver- 
füttert wurde. 

Trocknet man ein Vitamin B^-Pràparat, das in 0,4 mg etwa 100 inter- 
nationale Einheiten besitzt auf 500 g Reis und füttert damit die 14 Tage mit 
Reis vorbehandelten Tiere, so zeigen von der Zehnergruppe nach 15 Tagen 
2 Tiere Polyneuritis, nach 21 Tagen sind 2 — 3 Tiere erkrankt. Wurden auf 
500 g Reis über 100 E. getrocknet, so erkranken in den ersten 12 Tagen von 
10 Tieren hôchstens 1. Enthielt der Reis 75 internationale Einheiten Vitamin B^, 
so sind nach 15 Tagen 3 — 4 Tiere polyneuritisch und nach 21 Tagen aile er- 
krankt. Wurden weniger als 75 E. auf 500 g Reis gegeben, so zeigen nach 

15 Tagen aile Vogel Polyneuritis. An Hand dieser Skala kann der Vitamin B^- 
Gehalt jeder auf dem verfütterten Reis getrockneten Substanz direkt in int(‘r- 
nationalen Einheiten bestimmt werden. 

Boispiel: Auswertung des B^-Gehalts von unpoliertem Reis. 500 g des un- 
polierten gemahlenen Reises werden mit 3 Liter Extraktionsflüssigkeit 20 Stunden 
lang extrahiert. Die Extraktionsflüssigkeit enthàlt auf 1 Liter Wasser 200 ccm 
Alkohol, 96 %ig, 2,5 ccm 25 %ige Salzsâuro imd 10 ccmToluol. Der pg betràgt vor 
der Extraktion 1 — 2, nach beendigter Extraktion 3 — 4. Man trocknet von diesem 
Extrakt, der ans 500 g Reis gewonnen wurde ^/a oder ^4 auf 500 g poliertem 

gewàssertem Reis und verfüttert jede dieser Reissorten an je 10 Tiere, die vorher 

30) Spruyt, Arch. néerl. Physiol. 1934, 295. 
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14 Tage lang nur polierten. Reis erhielten. Die Wirksamkeit wird nach den Tieren 
berechnet, die nach 3 Wochen gesiind bleiben. Im Parallolversuch wird ein auf 
Reis getrocknetes Standardprâparat bekannter Wirksamkeit verfüttert. 


Tabelle 64 


Einheiten pro 500 g Reis 
im Reisvogeltest 

mg Vitamin in 500 g Reis 

226 

0,9 

460 

1,8 

über 100 

0,5 

über 100 

0,5 

225 

1 0,9 

175 

0,8 


Vergloich mit demRattenwachstumstest : Die erhaltenen Werte wurden 
mit dem Rattentest verglichen. Jimgo Ratten erhielten eine Kost aus 90 Teilen 
poliertem Reis, 3 Teilen Casein, 3 Teilen Salz, 0,5 Teilen Lebertran imd 7 Teilen 
Hefe (5 Stunden bei pg 5 auf 120® erhitzt). Nach Eintritt des Gewichtsstillstandes 
wurde der oben dargestellte Extrakt aus Reis verfüttert (Pipette oder Sonde), und 
zwar wurde die Lôsung so eingeengt, daB in 0,1 — 0,2 ccm der Extrakt aus 3 — 14 g 
Reis enthalten war. Im Parallelversuch wurden verschiedene Dosen des internatio- 
nalen Standards gewertet. Es ergab sich aus diesem Vergloich folgendes Bild für 
die beschriebenen 6 Reissorten: 

Tabelle 65 


g Reis pro Rattendosis 

mg Vitamin in 500 g Reis 
im Rattcmwachstumstest 

6 

0,9 

3 

1,7 

12 

0,4 

10 

0,5 

6 

0,9 

7 

0,7 


Der Vergloich zeigt also, daû die Aiiswertung nach den beiden Methoden 
übereinstimmende Werte ergibt, wenn ii.i beiden Fàllen nach einem Standard- 
prâparat getestet wurde. 

5. Der Rattenwachstumstest von C h i c k und R o s c o e 31) 

Der Test beruht auf der Erscheinung, da6 bei Bj-arm ernàhrten Ratten 
nach einiger Zeit Wachstumsstillstand auftritt, der sich spezifisch durch Zufuhr 
von Vitamin beheben lâBt. Auf die Bedeutung der genügenden Bg-Versorgung 
wurde bereits oben hingewiesen. 

Man verwendet junge, wachsende Ratten im Gewicht von 40 — 50 g, die in 
Einzelkâfigen gehalten werden oder die man wâhrend der Vorperiode wurfweise 
zusammenlâBt. Die Tiere erhalten eine der B^-freien Kostformen und Wasser ad 
libitum. Als Bg-Zulage dient autoklavierte Hefe. Die Ratten werden wôchentlich 
zweimal gewogen. Die Vorperiode bis zum Eintritt des Gewichtsstillstandes dauert 
etwa 25 Tage (auf der Diât P 2L 3 — 5 Wochen, auf der Diât FL etwa 2 — 3 Wochen). 

Die Versuchsperiode begiimt, wenn die Tiere bei zwei aufeinanderfolgenden 
Wâgungen nicht mehr an Gewicht zunehmen oder schon abnehmen. Man teilt dami 

31) Chick c. s., Biochemic. J. 23, 489 (1929); 24, 1744 (1930); 22, 790 (1928); 
26, 1223 (1932). 
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die Ratten in Gruppen auf , die einander môglichst gleichwertig zusammengesetzt 
sind. Es werden pro Dosis der zu untersuchenden Substanz nach Sherman - Spohn 
10 Tiere benôtigt. Für die Auswertung einer Substanz muû man also mit 6 — 8 Würfen 
rechnen. Das Gewicht der Tiere zu Beginn der Versuchsperiode soll im Durchschnitt 
75 g betragen. Die Grenzen sind môglichst eng zu stecken, indem zu leichte oder 
zu schwere Tiere verworfen werden. Die zu prüfonden Substanzen werden mit 
wenig Futter angerührt verabreicht oder mit der Pipette gegeben. 

Die Versuchsdauer betrâgt 5 — 8 Wochon. Sherman- Spohn 82) bevorzugen 
den 8-Wochen-Versuch, wàhrend Chick und Mitarbeiter mit 5 Wochen auskoramen. 
Es ist im allgemeinen zu empfehlen, den Versuch nicht zu sehr auszudehenn, da nach 
einigen Wochen die Gewichtskurve Unregelmafîigkeiten zeigt und sogar Gewichts- 
verluste vorkommen kônnen. Das iat namentlich bei der Auswertung reiner Pra- 
parate der Fall. Man nimmt an, daI3 es sich hierbei um das Fehlen eines weiteren 
von der Ratte benôtigten Wachstumsfaktors handelt. 

Die Auswertung erfolgt meist unter 
Umgehung der ersten Versuchswoche, da 
wàhrend dieser Zeit die Gewichtszunahmen 
noch reichlich ungleichmàBig sind. Bewer- 
tet werden meist die folgenden 4 — 5 Wochen. 

Als internationale Einhcit Vitamin B^ gilt 
diejenige Menge, die einen Gewichtsanstieg 
von 10 — 14 g pro Woche verursacht. Die 
internationale Einheit ist gleich einer Ratten - 
wachstumseinheit oder gleich 2 — 3 Tauben- 
tagesdosen. 

Chick und Roscoe setzen die Einheit als 
diejenige Menge fest, die in 5 Wochen eine Ge- 
wichtszunahme von 50 — 60 g liervorruft. 

Gu ha und Druinmond 84) nehmen als 
Einheit diejenige Menge, die in 2 — 4 Wo* 
chen eine Gcüwichtszunahmo von 10 — 12 g pro 
Woche gibt. 

Der internationale Standard ist ein Ful- 
lererdeadsorbat des Vitamins ans Reisschalen, 
das in einer Menge von 10 mg pro die einen 
Gewichtsanstieg von 10 — 14 g pro Woche 
verursacht. 10 mg entsprechen also 1 E. 

Nach dieser Auswertung hat Hefe pro Gramm etwa 16 — 18 internationale 
Einheiten, wàhrend Weizenkeime etwa 8 E. pro. Gramm besitzen. Die inter- 
nationale Einheit bezieht sich auf einen Fünfwochen versuch (Tabellen 66 u. 67). 

Kemmerer- Steenbock 35) fanden neuerdings mit 10 mg des Standards bei 
ihren Ratten eine wôchentliche Gewichtszimahme von 11,8 g. 



Abb. 78. Gewichtskurve von Rat- 
ten auf der S h e r m a n - S p o h n - 
Kostmischung. Zulage von 0,5 g 
autoklavierter Hefe vom 15. Tage 
an. Die Tiere 4242 und 4240 
erhielten vom 35. — 53. Tag eine 
B^ -Zulage. (Nach Williams.) 


6. Der prophylaktische Test 

Der Ratten wachsturastest liefert au ch in der prophylaktischen Form gute 
Werte. Natürlich muB hier für genügend umfangreiche KontroUversuche ge- 
sorgt werden. 

32) Sherman c. s., Amer. J. chem. Soc. 45, 2719 (1923); J. of biol. Chem. 
74, 107 (1927). — Scheunert c. s., Biochem. Z. 113 (1927). 

34) Guha-Drummond, Biochemic. J. 23, 880 (1929). 

35) Kemmerer- Steenbock, J. of biol. Chem. 103, 361 (1933). 

B O m s k O V , Vitaminforsdiung 1 2 
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Tabelle 66. Comparative (antineuritic) vitamin value of (a) the 
standard adsorption product from rice polishings, (b) dried yeast, 
(c) wheat embryo, and (d) Peter’s antineuritic concentrate fromyeast 


(Vitamin B g supplied as autoclaved yeast extract, daily dose = 0,5 g. yeast (dry wt.)) 


Material 

Daily 

dose 

g- 

No. of 
rats 
used 

Av. weekly 
incrempnt 
in weight 
dnring 

5 weeks’ 
observation 

g- 

Àv. \ 

incre] 
in growt 
1 st week 

g- 

reekly 
ment 
h during 

5 th week 

g- 

a) International Standard . . . ! 

0,026 

1 

16,2 



i 

0,012 

1 6 

1 14,3 

15,0 

13,5 

i 

0,009 

4 

i 11,5 

15,0 

8,2 


0,006 

4 

1 7,7 

8,5 

6,5 

International Standard after 

0,010 

2 

! 11,4 

j 19,0 

9,0 

10—12 months in refrigerator 

0,0075 

2 

9,7 

1 13,0 

4,0 

International Standard after 

0,010 

2 

! 10,6 

1 14,5 

11,0 

10—12 months at 37*' 

0,0075 

2 

8,1 

14,0 

5,0 

b) Dried yeast 

0,10 

1 3 

1 17,5 

! 17,5 

12,0 


0,075 

5 

14,6 

! 17,2 

11,0 


0,05 

6 j 

10,9 

9,7 

I 

11,5 

c) Wheat embryo 

0,20 1 

4 ' 

16,4 

17,0 1 

10,0 


0,15 1 

4 

15,2 

17,7 

9,2 


0,10 1 

î 

6 

10,3 

1 

13,5 1 

7,2 

d) Peters’s antineuritic conccn- 

cc. i 
0,10 i 

4 

I 

17,2 1 

18,0 

17,0 

trate from yeast 

0,075 

2 i 

17,4 

21,0 

15,0 

0,1 cc. “- 0,6g. yeast dry weight) 

0,05 

3 ' 

15,4 j 

17,7 

11,0 


Tabelle 67. Comparison of (antineuritic) vitamin assay using basal 
diets containing egg-white (diet E.L.) and autoclaved yeast (diet 
P.Y.) respectively as sources of vitamin Bg 


s. 

Exp. 

Material 

Daily dose 

Litter 

Rat 

Body! 
wt, jDiet 

g- i 

Weekly 
increaso in wt, 

g- 

Av. 

1 

Yeast Fraction Xg 

Equiv. to 0, 12 g. dry yeast 

1184 

410$ 

50 

EX. 

13, 16, 12 

14 




„ 

414$ 

51 

P.Y. 

17, 12,16 

15 

2 

XI^C 

„ 0,25 

1173 

397$ 

59 

E.L. 

9, 14 

11,5 




1184 

4065 

61 

P.Y. 

11,14 

12,5 

3 

„ XIIC 

„ 0,25 

1184 

409$ 

45 

E.L. 

21, 13, 14 

16 




1173 

396$ 

39 

P.Y. 

16, 13, 7, 10 

11,5 

4 

XlICa 

„ 1,0 

1118 

373$ 

49 

E.L. 

22 

22 




1117 

361(5 

43 

P.Y. 

23,34 

28 

5 

XII, 

0,12 

1118 

368i 

51 

E.L. 

20,17,11,15,14 

15 


j 


1117 

360J 

40 

P.Y. 

18,17,7,17,11 

14 

6 

„ XII3C 

1 „ 0,25 „ , 

1291 

4625 

46 

E.L. 

15, 18, 20, 21 

18,5 


: 


1298 

470(5 

41 


17, 13, 18, 15 

16 


i 


1291 

459^i 

61 

p!y. 

26, 21, 18, 13 

19,5 




1298 

;4685 

54 

„ 

28, 10, 18, 15 

18 

7 

Dried egg yolk 

0,5 g. — 1,9 fre.sh 

1291 

'464$ 

40 

E.L. 

2, 2,1 

2 


1 

1 

,, 

461$ 

51 

P.Y. 

7,3,— 1 

3 


1 1 

,, 1 

1,0 g. = 3,9 fresli 

1291 

1466$ 

38 

E.L. 

16,18,13,8 

14 



i 

i 

1298 

\ms 

72 

P.Y. 

26, 19, 12, 9 

18,5 
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Ratten mit einem Gewicht von 40 — 50 g erhalten eine der ôben beschrie- 
benen B^-freien Kostmischungen und Wasser ad libitum. Die Tiere werden 
2 mal wôchentlich gewogen und vom ersten Versuchstage an mit der zu prüfenden 
Substanz behandelt. Haltung und Pflege der Tiere ist dieselbe wie oben. 

Um einen Vergleich mit einem Standard zu ermôglichen, wird ein Parallel- 
versuch mit gleichwertigen Tieren angestellt, die eine Dosis eines Bj-Pràparats 
bekannter Wirksamkeit erhalten. 


Sherman-Mc Arthur (1. c. 32) nehmen Tiere im Alter von 28 — 29 Tagen und 
eine Versuchsperiode von 8 Wochen (56 Tage). Das Testergebnis war in ihren V(‘r- 
suchen dasselbe, ob eine Vorperiode eingeschaltet wurde oder iiicht, d. h. ob kurativ 
oder prophylaktisch ausgewortet wurd(\ Sherman und Mitarbeiter fanden die 
besten Ergebnisse bei einem 8-Wochen-Versuch, wtmn die GewichtHzunahmen sich 
etwa bei 10 g hielten (für die Zeit 
von 8 Wochen!!). Tiere mit hohe- 
rem Anfangsgewicht nehmen wenigor 
zu als leichtere. Weibliche Tiere zei- 
gen kleinere Zunahmen als mânnliche. 

Sh(îrman fand z. B. in 8 Wochen 
eine Gewichtszunahme von 11,32 g 
für mannlich(î Tiere und eine solche 
von 8,47 g für weibliche Tiere. B(‘ide 
Grupptm (^rhielten dieselbe Vitamin- 
dosis (iVbb. 74). 



r/Mt /N PAYS 

Gewichtskurv(Mi von Ratten, die 
Jh-f»’eien Kost taglich st(dgende 
Dosen Tomattmsaft erhielten. 
(Auswertung des lî^-Gehalts von Tomateii- 
(Nacli Sherman.) 


Abb. 74. 
auf ('irier 


saft.) 


7. Der ,, maintenance^^ oder 
Taubenwachstumtest 

Der Taubenwachstumtest ist 
eine wenig genauc! Auswc'rtungs- 
methode. 1 Einheit ist danach die- 
jonige Dosis, die b(n Keisfütterung 
Temperatur und Gewicht der Taub(‘n 
konstant hait. Eine Einheit ist etwa 
6 — 24 mal kkâner als die TTD, je 
nach don Vc'rsuchslxîdingungiai. 

B(Hl(Hitend verbessert wurde die 
Méthode von Klotz 86). Er ging 
von der Vorstellung ans, dab Keis 
allein auf die Dauer keine genügcaide 

Nahrung für die; Taube ist. Ein Gewielitstest ist aber nur bei vollw(?rtiger Diat 
brauchbar. Klotz füttert dc’shalb Tauben mit eiiu'i* in jed('r Beziehung vollwer- 
tigc'ii Kost, in der nur das Vitamin Bj fehlt. Vitamin Bg wird von d(‘r Taube 
nicht benôtigt und kaim vi^rnachlassigt werden. 

Das erste Zeicheii des B^-Mangels der so gefütterttai Taulxm ist Anorexie. Die 
Tauben werden taglich gewogcai. Wenn sic 5 Tage nacheinander nicht mehr an 
Gewicht zunehm(^n oder schon abzunehinen beginnen, bricht man di(^ Vorperiode 
ab und füttert di(^ zu prüfeiide Substanz. Die Tif're erhalten weiter dieselbe Diat 
und Wasser ad libitum. Als eine Taubeneinheit bezeichntît man diejenige Dosis, 
die taglich verabreicht 10 — 14 Tage lang das Gewicht der 300 g schweren Tiere 
konstant erhalt. Waren die Tauben kîichter oder schwerer als 300 g, so kann die 
gefundene Dosis nach der Formel von Klotz, die eine Beziehung zwischen Korper- 
gewicht und Vitarninminimum darstellt, umgerechm^t werden. Danach ist: 

h 

Vitamin ~ K • Gewicht^. 


36) Klotz c. s., J. of biol. Chem. 94, 765 (1931/32); Amer. J. Physiol. 81, 470 
(1927); Thesis Yale University 1926. 


12 * 
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Tabelle 68. Assay Data for Antineuritic Vitamin B Concentratel-A 


Pigeon 89 

Pigeon 86 

Pigeon 83 

Dose 

Daily body 
weight 

Dose 

Daily body 
weight 

Dose 

Daily body 
weight 

cc. 

gm. 

cc. 

gm. 

cc. 

gm. 

0 

311 

3,0*) 

238 

0 

328 


310 




327 


Sunday 

2,0 

251 


Sunday 


296 




319 


287 

1,0 

260 


318 






311 

0,5 

(287)*») 

0,5 

272 




289 


286 

0,2 

(311)**) 


298 


308 


309 


301 


Sunday 


316 


313 


310 


322 


Sunday 


319 


Simday 


314 


320 






317 

0,1 

( Sunday) 

0,2 

(314)**) 




318 


322 

0,2 

(317)**) 


317 


324 


323 


313 


319 


Sunday 


320 


323 


327 


322 


328 


336 


317 


Sunday 


330 


Sunday 




326 


320 

0,1 

( Sunday) 


343 


328 


324 


344 


318 


327 


Sunday 




327 



0 

(318)**) 


327 

0,1 

( Sunday) 


319 


— 


344 


309 


— 


347 


302 


Sunday 


343 


Sunday 


327 


347 


298 


338 


350 




Concluded 


(338)**) 


— 


315 


Sunday 


313 


337 


309 


342 


305 

Sunday 

0 

(342)**) 

332 

332 

323 

325 

Sunday 




311 




304 




297 



*) Dose administered to cure neuritic symptoms. 

♦*) Each weight given is that measured on the day folio wing the administration 
of a given dose; if the dose had any effect, one would expect to notice this on the 
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Für jede auszuwertende Dosis nimmt man mindestens 3 Tiere, die in besonderen 
Kafigen, in denen eine Erhôhung des Stoffwechsels durch zu groûe Bewegung nn- 
môglich ist, gehalten werden (Plimmer-Rosedale-Raymond 87)). 

Plimmer c. s. fordem von einer wirksamon Substanz, daÛ sie auf Bj-freier 
Kost 26 Wochen lang das Gewicht der Tiere konstant erhàlt. Sie nehmen eine Diât, 
die ZUT Hauptsache ans Reis und Fischmehl besteht. Hefezulage von 4 % hait 
26 Wochen lang das Gewicht der Taube auf derselben Hôhe. Auch nach der Méthode 
von Block, der aufier Reis Fleischabfâlle gibt, kônnen die Tiere bei Zugabe von 
Vitamin lange Zoit gewichtskonstant gehalten werden. Ein Beispiel nach Block 
geht aus Tabello 68 hervor. 

Block und Mitarbeiter konnten die Einwânde, die namentlich von Carter, 
Kinnersley und Peters gegen die Spezifitât der Méthode erhoben wurdon, nicht 
anerkennen. Danach sollte die Méthode für den Bj-Mangel nicht spezifisch sein, 
sondem für eine weitere von der Taube für „Gewichts-mamtenanco“ benôtigte 
Substanz. 

Carter und Mitarbeiter 87 a) fütterten Tauben mit Reis unter Zugabe von 
Lebertran und bestimmten dann diejenige Vitarnin Bj-Menge, die das Gewicht der 
Tiere 30 — 35 Tage lang konstant erhâlt (bei tâglicher Verabreichung mit einer tâg- 
lichen Gewichtsdifferenz von g). Sie geben an, daÛ Reisfütterung für den main- 
tenance -Test ausreichend ist, wenn er nicht langer als 30 Tage ausgedehnt wird. 
Carter und Mitarbeiter fanden die Dosis an Marmite, die ihren Forderungen ent- 
spraeh, in 1 g pro die. Diese Menge enthielt 4,3 kurative TTD. Wurdo dieselbe Vi- 
taminmenge in Form eines hochgoreinigten Prâparats gegeben, so trat keino Wir- 
kung ein. Dagegen gelang es durch Verfütterung einer nicht mehr Bj-haltigen Frak- 
tion das Gewicht konstant zu halten. Es geht daraus hervor, dafi der maintenance- 
Tost auf Reisnahrung für die Auswertung des Vitarnins B^ unspezifisch ist. Er ist 
vielleicht für Vitamin Bg (?) brauchbar. 

Tabelle 69. Assay Data for Antineuritic Vitamin B Corrected 
to Apply to a 300 Gm. Pigeon 




Average 

Minimum dose 

Test 

Pigeon 

body weight 


Corrected 

product 

No. 

over test 

Measured 

for 300 gm. 



period 


pigeon 


1 

gm. 

cc. 

cc. 

Concentrate 

89 

328 

0,1 

0,086 

I-A 

86 

344 

0,1 

0,080 


83 

319 

0,1 

0,090 

Average 

0,085 

Concentrate 

89 

281 

1,2 

1,34 

I-B-4 

51 

300 

1,4 

1,40 


63 

277 

1,0 

1,60 


86 

299 

1,5 1 

1,50 

Mean . . . 



1,27 

1,46 

Average déviation , 


0,18 

0,12 

99 

,, in per cent of mean 

14 

8,2 

Corrected dose taken 

for comparison with 


results of assays of other préparations . . | 

1,6 


following day rather than the same day. The weight enclosed in parenthèses is that 
for the same day the new dose was begun; this weight was taken just before ad- 
ministering the test material. 

37) Plimmer c. s., Biochemic. J. 21, 1140 (1927); 17, 787 (1923); 23, 546 (1929). 
37a) Carter c. s., J. Physiol. 68 (1929). 
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Die Méthode ist trotzdem angeführt, weil erstens sehr viele Nahnmgsmittel 
damit ausgewertet wurden und weil sie zweitens ein gutes Beispiel dafür ist, wie 
ein Test bei weitgehender Reinigiing der wirksamen Substanz seine Spezifitât ein- 
büfien kann. 


Tabelle 70. Wheat 



Time 


Diet 


iWeights,g.! 


Date 

in 

weeks 

Wheat 

1 Eice 

' Fish- 
meal 

1 Hon ! N"™’'®*' 

i No. 17 1 No. 18.' 

Resuit 

26. iii. 24 


90 

0 

5 

440 

365 4 in Apr., May 

2 hatched and reared ; 

to 






i 

2 desorted 

28. V. 24 

29. V. 24 

10 

80 

10 

5 

430 

370 2 in June 

Both hatched and reared 

to 








23. vii. 24 

24. vii. 24 

8 

70 

20 

5 

425 

365 1 4 in July, Aug. 

2 hatched and reared; 

to 







2 deserted 

3. ix. 24 

4. ix. 24 

6 

60 

30 

5 

440 

365 14 in Sept., Oct., 

4 unfertile; 10 addled and 

to 






, Nov., Jan., Fcb., 

deserted 

7. iv. 25 

31 





Mar., Apr. 


8. iv. 25 


70 

20 

5 

450 

385 2 in May 

1 unhîrtile; 1 fertile, de- 

to 






1 

sert(Hl 

6. V. 25 

7. V. 25 

4 

75 

20 

5 

445 

j 

380 4 in May, June 

1 very srnall egg; 2 un- 

to 







fertile; 1 addled. Hen 
died; no particular sym- 

17. vi. 26 





No. 

118 

ptoms 

New hen 

1. vii. 25 

i 

75 

20 

5 

400 

335 12 in 4uly, Oet., 

Feb., Mar., 

; May 

i 

1 addled; 2 hatched and 
reared; 2 hatch(Hl and 
died in 2nd week with 

to 

i 

1 

1 


1 



j enlarg(Hl hearts; 4 deser- 
t(‘d; 2 dead in shell; 




i 

j 




1 1 hatched, died in 2nd 

26. vi. 26 

51 




430 

365 

week with polyneuritis 

27. vi. 26 


60 

35 ; 

5 


; 7 in June, July, 

5 deserted, fertile; 2 dead 

to 






1 Aug., Sept. 

at hatch 

29. ix. 26 1 

14 




! 450 

415 ! 


30. ix. 26 


30 

65 

5 

1 

! j 2 in Oct. 

Deserted, fertile. Hen 

to j 

j 




1 

1 

died on 31, xii. 26 after 
13 weeks. Cock di(‘d of 

7. iii. 27 1 

23 1 


i 


350 i 

polyneuritis 






No, 

No. ' 


1 

1 




?.r)/2 

25/3 ; 


18. xi. 25 


50 

45 

5 

440 445 : 8 in Fobr., Apr., 

1 dead in shell; 1 hatched 

to 



1 



June, July 

and rear(;d ; 1 hatched 

and died; 5 fertile and 

29. ix. 26 

45 


1 


415 

465 

deserted 

30. ix. 26 


75 

20 i 

5 


9 in Oct., î'eb., 

8 fertile and deserted; 

to 



i 



Mar., Apr., 

1 unfertile 

25. V. 27 

34 


1 


435 

460 i May 





I 

1 


No, 93 

No. i 

20/27 : 


10. iv. 27 


40 

55 

5 

455 

380 6 in Apr., May, 

1 hatched and reared, but 

to 






June 

very poor growth; 2 un- 
fertile; 3 fertile and de- 

17. viii. 27 

23 




386 

295 : 

serted 
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8. Der Test von Plîmmer*) 

Plimmer und Mitarbeiter bestimmen das Vitamin verschiedener Nahrungs- 
mittel, die nur wenig Vitamin enthalten, nach einer besonderen Méthode. Soll z. B. 
der Gehalt des Weizens an Vitamin B^ bestimmt werden, so erhalten ausgewachsone 
Tauben Weizen als Hauptnahrung und dazu 5% Fischmohl. 

Man setzt immer ein Paar zusammen und beobachtet das Verbal ten der Tiere, 
die Gewichtskurve und die Reproduktion. Der Test ist dann positiv, wonn die 
Tiere auf der Kost gut gedeihen und sich vermehren. War das z. B. mit 95 % Weizen 
der Fall, dann folgt ein zweiter Versuch, woboi man mm lO^o Weizens durch 
polierten, autoklavierten Reis orsetzt. Die Kost enthalt dann nur 80% Weizen. 
War auch dieser Versuch positiv, so verdüimt man die Kost mit Reis immer weiter, 
bis man schlieI31ich zu einer Verdiimiung komrnt, bei d(‘r die Tiere weder waclisen 
noch sich vermehren. Als Verdiinnung kann man statt Reis auch Weizenstarke 
nehmen. Die Kost wird in Pillenforrn gegeben. 

AnWeiz(ai genügen für „maintenance“ als Minimum 40% der Diat, für ,,Repro- 
duktion“ dagegeii sind 75 — 80% erfordorlich. Ein Beispicd geht aus Tabelle 70 
horvor. Daraus ist auch ersichtlich, daB die Dauer dieses Vtu’suches, gemesson 
an anderen Methoden, erheblich ist. 

Plimmer und Mitarbeiter 38) haben nach dieser Méthode fast aile Getreide- 
arten untersucht. Eine zusammenfassenckî Tabelle sei gebracht: 


Tabelle 71 



Percentagf) quaritity 


of foodstuff 

n^quired for 


Rearing 

Maint(nanc(‘ 

Oatmeal 

More than 95 

95 

8usst'x ground oats 

Müi e than 95 

95 

Whole oats .... 

95 

95 

Barley (whol(') . . 

65 

55 

Rye (whol(‘) . . . 

5)0—55 

45 

Whole wheat fJour . 

75-- -80 

40-50 

Wh(‘at germ . . . 

More than 10, 

6 

Bran 

Middlings 

; 

33 

33 

Maize (kibbled) . . 

1 '^5 

50—60 

Maize germ-rneal . 
Maize gluten . . . 

j Contain v(îry little vitamin B 

Buckwheat .... 

80 

70 

Milkd 

55 

50 

Dari 

60 ! 

50 

Dried y(?ast . . . 

— 

4 

Bak(;r’s yi'ast . . . 

! 

10—12 

Marmite 

— i 

8—10 


9. Der Herztest auf Vitamin *) 

Der Herztest beruht auf der Erscheinung, dafi Ratten auf einfîr Bj-freien Kost 
wâhrend der Avitaminose eine schwere Sinusbradykardie entwickeln, die durch 
Zugabe dos Vitamins sofort zu beheben ist. 

Junge Ratten wc^rden auf die oben beschriebene Kost gesetzt und horen nach 
etwa 2 Wochcm auf zu wachsen. Zu gleicher Zeit tritt die Herzscliâdigung (ân. Die 
Pulsfrequenz, die normal 500 betragt, sinkt auf 250 — 300. Durch lnj(*ktion einer 
Bj-wirksamen Substanz ist die Stôrung in 3 — 4 Stunden behoben. Die Herzstonmg 
hat nichts mit der Futtereinnahme zu tun. Am })esten reduziert man abeT die tâg- 
liche Einnahme der Ratte auf etwa 4 — 6 g. 

*) Spezifitat zweifelhaft. 

38) Plimmer und Mitarbeiter, Biochemic. J. 21, 1140 (1927). 
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Nach einer Heilung, die etwa 3 — 4 Tage dauert, fàllt die Pulsfrequenz wieder 
iind kajm durch emeute Zulage der zu prüfenden Substanz gehoben werden. Eia 
typisches Beispiel der Auswertung geht aus Abb. 76 hervor. 

Aus der Tabelle ist ersichtlich, daû steigende Dosen auch steigende Wirkungen 
entfalten. Im einzelnen geht daraus hervor, dafî bei Tier 1 und 2 nach intraperitone- 
aler Injektion von 0,15 ccm des Konzentrates die Pulsfrequenz 2 Tage lang normal 
bleibt, wàhrend nach oraler Gabe derselben Menge nur 1 Tag lang normale Werte 
gefunden wurden (Nr. 4 und 5). Die Ratten 4, 2 und 5 erhielten die Dosen 0,3, 
0,7 und 0,03 ccm. Am folgenden Tag stieg die Frequenz auf 600, 430 und 410. 

Die Technik dér Elektrokardiographie ist in den Arbeiten von Drury und Mit- 
arbeitem 39) genau beschrieben. Das Tier wird in bestimmter Weise befestigt. Die 



Abb. 75. Pulsfrequenz von Ratten vor und nach Verabreichung einer einzelnen 

Dosis Vitamin Bj. 

Cm = peror ale Verabreichung, Ci = intraperitoneal, G — Weizenkeime, M = Marmite, 
Am = Marmite autoklaviert. Die Kreise vor jeder Kurve bedeuten die normalen 
Werte vor Beginn der Mangelkostfütterung. (Nach Drury c. s.) 

Messung geschieht mittels Nadeloloktroden. Der Test wurde bishor als spezifisch 
für das Vitamin Bj angesehen, da autoklavierte Hefe oder Hefeextrakte nicht mehr 
ansprachen. Nach neueren XJntersuchungen mufi an der Spozifitat gezweifelt werden. 
Es scheint vielmehr, dafi die Herzstôrung für das Fehlen des Vitamins B4 typisch ist 
imd durch Zufuhr dieses Vitamins behoben werden kann. Danach wâre dieser Test 
also für Vitamin B^ gültig. 

10. Der Temperaturtest *) 

Nach Cramer und Mot tram 40) ist die Senkung der Kôrpertemperatur der 
Ratte auf einer Bj-armen Kost und die mit der Heilung der Avitaminose oinsetzende 
Steigerung ein weit empfindlicherer Indikator für An- und Abwesenheit des Vitamins 
Bj als das Verhalten des Gowichts. 

Junge Ratten werden mit einem Gowicht von 70 — 100 g ausschliefilich mit einer 
Bi-freienKost, die ausCasein, Stârke, Olivenôl und Salz imter Zugabe von Lebertran 
besteht, gefüttert und wôchentlich Temperatur und Gewicht festgestellt. Dabei 

*) Spezifitât zweifelhaft. 

39) Drury-Harris-Maudsley , Biochemic. J. 24, 1632 (1930). — Carter- 
Drury, J. of Physiol. 68 1 (1929). 

40) Cramer-Mottram, Lancet 2, 1093 (1927). 
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wird die Temperatur stets um dieselbe Tageszeit gemessen. Die Tiere werden in 
einem temperaturkonstanten Raum gehalten. (Wichtig!) Ist die Temperatur auf 
36® gefallen, wird die zu untersuchende Substanz gefüttert. 

Kehrt die Kôrpertemperatur innerhalb 2 Wochen nach Beginn der Dosierung 
auf normale Werte zurück, so wird das Ergebnis als vollkommene Heilung gewertet. 
Wurde die normale Temperatur aber erst nach einer Période von mehr als 2 Wochen 
erreicht, gilt der Versuch als màBige Heilung. Tritt keine Temperaturerhôhung ein, 
ist der Versuch negativ. Bei den Untersuchungen gilt die Gewichtskurve als Kontroll- 
test. Gewichtskurven und Temperaturkurven laufen vollkommtm parallel. Für jede 
auszuwertende Dosis braucht man 3 Tiere. AulBerdem werden positive und négative 
Kontrollen angesetzt. Ein Beispiel sei in folgender Abbildung gebracht. 




Abb. 76. Beispiel zum Temperaturtest. (Nach Cramer c. s.) 

Il, Weitere Testmethoden, die für die Auswertung des Vitamins 
angewandt wurden 
]. Méthode von Sure 41) 

Sures benutzt für die Auswertung des Vitamins Bj saugende Ratten und stellt die- 
jenige Menge fest, die bei saugenden Rutten mit einem Gewicht von etwa 30 g wahrend 
7 — 10 Tagen eine Gewichtszunahme von 10 g verursacht. Diese Menge ist eine Einheit. 

Die Tiere (u’iialten wahrend der Versuchszeit und auch vorher eine Starnlard- 
kost. Die Méthode wird zur Auswertung des Vitamins B wenig gobraucht. 

2. Méthode von Orr-Owing -Reader 42) 

Die Méthode beruht auf dem Waehstum von Streptothrix Corallinus, das 
durch Bi spezifisch gefôrdert werdem soll. Es hat sich abcT gezeigt, dafi, obgleich 
unreine Praparate darnit auswertbar sind, kristallisierte Prâparate des Vitamins Bi 
sich nicht werten lassen. Der wachstumsfôrdemde Faktor ist mit dem Vitamin B^ 
nicht identisch. Dasselbe gilt für dio âlteren Methodeii, die mit Hilfe des H(;fe- 
waehstums B^ nachweiseii wollten (vgl. Bios). 

3. Der Test von Pa8smore43) 

Der Nachweis beruht auf der Erscheinung, daC das „Katatorulin“ die Sau(îr- 
stoffaufnahme des Gehirnbreis avitaminotischer Tauben erhôht, und zwar geht die 
Erhôhung der anwesenden Menge parallel. Da auch die reinsten kristallinischen 
Prâparate diese Wirkung geben, ist das „Katatorulin“ wahrscheinlich mit dem 
Vitamin identisch. Die Bestimmung wird in der Warburg- Apparatur ausgeführt. 

41) Sure, J. of biol. Chem. 76, 673 (1928). 

42) Orr-Owing- Reader, Biochemic. J. 22, 440 (1928). 

43) Passmore, Biochemic. J. 27, 842 (1933). ‘ 
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4. Méthode von S p r u y t 44) 

Zum Nachweis dos Vitamins wird die Phosphorwolfrarnsâurefallung eincs 
schon weitgehend gereinigten Vitaininextrakts als Mafi herangezogen. Die Menge 
des Niederschlags wird durch Zentrifugieren im Hamatokrit bestimrnt. Nach- 
prüfungen liegen nicht vor. 


III. Der Vitamin Bj- Standard 45) 

Als Standard gilt ein Fullererdeadsorbat ans Reisschalen. 10 mg dieser 
Fullererde entsprechen 1 intcrnationalen Einheit. 

1 Taubentagesdosis im kurativen Test ist gleich 2 — 3 internationalen Ein- 
heiten. 1 Rattenwachstumseinheit ist gleich 1 — 2 internationalen Einheiten. 

Das Fullererdeadsorbat wird wie folgt hergestellt; 

100 kg Keisschalen werden mit Wasser extrahiert, der Extrakt mit Schwefel- 
sàure auf p^ = 4,5 gebracht, mit Salieylsàure zu 0,2 % und Toluol versetzt, 
na(îh 2 Tagen filtriert und mit 3 kg Fullererde 1 Tag gesehüttelt. Die Fiiller- 
erde wird abfiltriert, mit Wasser und Alkohol gewaschen und gctrocknet. 

Jung, der die einzelnen Einheiten der Testversuche miteinander verglich, 
fand folgende Werte: 

1 kurative Ratteneinheit (erwaehsene Ratte) wird als Rattcmtagesdosis 
(RTD.) bezeichnct. 

1 — 2 soleher RTD. entspreclien 1 kurativen l'aubentagesdosis, 

1 — 3 ,, ,, ,, 1 Rattenwaehstums(ûnheit, 

2 — 8 ,, ,, ,, 1 prophylaktischcn Taubentagesdosis, 

1 ,, ,, entsprieht etwa 1 Sherman -Einheit 46). 

IV. Die Bildung des Vitamins Bj 

Zur Vitamin Synthèse sind nurPflanzen befahigt. Sarnen verbrauchen 
wàhrend der Keimung ihren Vitaminvorrat. Bakterien sind gute Vitamin- 
bildner. Darauf beruht die Erscheinung, daB der Vitamin B^-Gcdialt der Kuh- 
milch zu allen Zeiten von dtun Vitamingehalt des Futters nahezu unabhangig 
ist. Das Vitamin wird im Panstai durdi Bakterien synthetisiert. 

Auch bei Versuchsratten konnte eine Vitaminsyntliese im Verdauungs- 
kanal nachgewiesen werden. Bei dieser Erscheinung, die man ,,rcfection“ 
nennt, entleercn die Tiere, wenn sic eine Zeitlang Bj-frei ernahrt wurden, groBe 
Mengen eines weiBen Kots und vermogen nun monatelang normal zu gedeihen. 
Auch die Jungen sind dann gegen den Vitaminmangel résistent. Durch Ver- 
fütterung des Kots an andere Tiere gtdingt es, diese Resistenz zu übertragen. 

Bei nàluîrer Untersuchung zeigte sich, daB die weiBe Farbe des Kots von 
Starkekôrnern herrührt. Es konnte festgestellt werden, daB rohe 8tarke ('inenMikro- 
organismiis enthâlt, dt'r zur Vitaminsyntliese im Rattendarm in aiiBerordentlichem 
MaBe befahigt ist. D(;r Mikroorganismus ist nicht züchtbar, lâBt sich aber ans der 
8târke durch Extraktion, Kochen oder Erhitzen entfernen. Bei Tauben komite 


44) Spruyt, Dissertation. Amsterdam 1933. 

45) Gesundheitskommission des Volk(>rbimds, Genf. Bericht der standigen 
Kommission fur biologische Standardisierung 1931. 

46) Jung, Z. f. Vitaminforschg 1, 192 (1932). 
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gelegentlich eiiie âhnliche Erscheinuiig beobachtet werclen. Ks ist si>lV)stverstaridlich, 
dafi bei Vorliegc^n von Refektion jode Vitarninaiiswortung g('stort wird. In solchen 
Fâllen sind die nôtigen VorsiclitsmaÛregoln zu beaehten (s. S. 166). 

V. Der Vitamin Bi-Bedarf 47), 47 a) 

Der Vitamin B^^-Bedarf ist bei jnngonTiereii groBer als bei ausgt'waehsenen. 
Der Bj-Bedarf erwachsener Tiere ist dein Stoffwechsel der (î('W(‘l)sinasse pro- 
portional. Der Vitaminbedarf ist gleich déni Prodiikt ans der 5/3-P()tenz d(îs 
Kôrpergewichts nrui t'iner Konstanten, die für jede Tierart sp(‘zilisi-li ist nnd 
nach eincm bestimrnten Verfahreii (‘rmittelt werdeii kann. Sie ist uni so kkâiK'r, 
je groBcr das Tier ist. Der Vitaminbedarf der Mans betnigt 

Bnig ^ 0,15 • Gew."* 

Die Konstante Ix'tragt für die Batte 0,0099, für d(‘n Hund 0,000070 nnd 
für die Taiibe 0,0037, Im allgemeinen ist der Bj-Bedarf gUüeli der 2/3-B()tenz 
<les Korpergewiehts. Muttt'rtiere haben (üium hoheren Vitaminbixlarf. Kost- 
formeii, die für aiisgewac'hsene Ratten genügen, koniuai ziir Aufzueht jung(‘r 
Tiere unznreiehend sdn. 

Aile bisber untersuchten Vogel benotigen Vitamin B,. Der B(‘darf d(*r 
Taube bctragt (‘twa 75 — 100 nig TroiîkcMibeü^ pro Tag. Hüliner braueli(*ii w(‘nig(‘r. 
Ratten benotigen pro lOO g Gc'wicht (‘twa 50 — 00 mg Troekmilu'fe pro Tag. 
Weiter sind Mans, Mec'rschweinehen, Kaninehen, Hnnd nnd Aff(‘ n. a. anf di(‘ 
B^-Zufuhr angewiesen. Dagegen konnen Rind, Zi(‘g(‘ nnd Seliaf aneh in di‘r 
Wachstunisperiode ohne B, anskonirnen. Erwahnt sei nocüi, daB das Vitamin 
aneh für Fische, Am})hibien nnd Insc^kten nnentbehrlich ist. 

Für Testversnehe ist wiehtig, daB Tanben (‘twa denst^llxm Bedarf liab(‘n 
wie Ratten. Bei Kücken ist die Hefemenge, di(‘ optimal(‘s Gixlfüluni v(‘rl)ürgt, 
6 — des Futters, bei Tanben 4 ‘*4 ansgewaeliscvnen Ratbni i‘twa 2 ‘4)- 

Der Vitamin Bj-Bedarf ist nidit iinnnn* für t'in Tier konstant, sond(‘rn ab- 
hangig von der Kostznsaniniensetznng. JMimnier nnd Mitarbeitcn* heri'elinen 
die Menge an Troekenhcfe, dic^ benotigt wird, naeh folgender (diüelïung: 

Tr()ckenh(‘fe 1 1 

K^alorien 40 50 

Der Vitaminbedarf des Menschen betràgt etwa 100 — 150 Rattcmwaehstnrns- 
einheiten. Der Bedarf steigt mit der Kalorienznfnhr. 20 Kalorimi benotigen 
1 Rattenwachstnmseinheit. 

Neuerdings spielt der Beriberiquotient von Amant(‘a47b) eine gewisse Relie. 
Er st('llt eine Bt^ziehnng dar zwisclien d(‘r Bj-Res(‘rv(^ t‘ines Organismus, der Naii- 
rimgsanfnahm(î und der Gewicditsabnahim^ bei Bj-fr<‘ier Ej-nahrung. Man Ix'stiniml 
ihn bei — 2 Jahn? alteii Tanben, di(' man zimachst (ünige 'J'agc' (4 Tag(‘) lang mit 
30 — 35 g Kôrnern und 2 g H(‘fe pro die füttert, uni die B^L-Depots aufzufijlleii. Man 
wiegt die Tierce und gibt nun ausschlieülieh polierten gewass(ïrten R('js. I)i(^ R(‘is- 
aufnahm(> inuB streng ülx^rwacht werden. Rückwit'gen der nieht gefr(‘HS(‘n(‘ii Nali- 
rung. Man wiegt wieder bei Eintritt der ersten Krampferseheinung(*n. Dta’ Quotient 

betragt ^ aufgenommene Nahrung -f Gewiohtsverlust 

Anfangsgewieht 

47) Cowgill, Ber. Physiol. 69, 501 (1933). 

47a) Hendricks, Amer. J. Physiol. 105, 678 (1933). 

47b) Amantea, Atti Accad. naz. Lincei 18, 399 (1933). 



188 


YI. Yorkommen des Yitamins Bi 

TabeUe 72 


Substanz 

Polyneurltis- 
heilende Dosls 
bei der Taube 
g Oder ccm 

Ratten- 
wachstums- 
einheiten pro g 

Sherman- 
Einhelten pro g 
alte Sh.-Einheit 

Wirksam- 
kcit bezogen 
auf Weizen- 
keime — 100 

Wirksamkeit 
bezogen auf 
Hefe= 100 
maintenancetest 

Trockenhefe . . . 

0,5— 1,0 

5-10 

_ 



100 

Bâckerhefe .... 





33—40 

Prefihefe 


1,5 


60 


Tikitiki 

1,3— 6,0 





Marmite 





40—50 

Weizenkeime . . . 

1,5— 2,5 



100 

66 

Weizenkleie. . . . 




25 

12—13 

Weizen, ganz . . . 





8—10 

I^oggen 





9 

Gerste 

3,7 




7—8 

Gers te, enthülst . . 

5 





Gerste, gokeimt . . 

3 





Hafer 





4—5 

Hafermehl .... 





4 

Buchweizen .... 





5—6 

Mais 





7—8 

Reiskeime .... 

0,5— 1,0 



200 


Reisschalen .... 

10 





Malz 

mehr als 






5—10 





Vollkornmehl . . . 


0,6 




Vollkombrot . . . 


0,4 




Erbsen, trockon . . 




40 


Linscn 


0,6 


80 


Sojabohne .... 




! 

13 

Ntisse 1 


0,5— 1,0 


20 

Spinat ! 

) 


i 


Erbsen 

>5,0 trock. 

0,2— 0,3 i 

0,6— 0,8 



Karotten 

1 


0,3 



Kohl 1 



0,4— 0,5 



Salat 


i 



Bohnen 



0,35 



Kartoffeln .... 


0,1—0,15 

0,3 



Tomaten 



0,3— 0,6 

4,3 


Tomatensaft . . . | 

27—30 

1 



Gras ! 


0,2— 0,3 



Heu ! 


1,0 



Grünkohl .... 


0,65 



Rüben 



0,3 



Spargel, frisch . . 

2,2 

: 



Bananen, Orangen- 






saft 


0,1 ' 




Kuhmilch .... 

3,5—35 i 

0,1—0,15 ! 



Ziegenmilch . . . 

1 

0,1 1 



Frauenmilch . . . 


0,05 1 



Eigelb 

1,5— 3,0 

0,5— 1,0 i 



Eigelb, trocken . . 


1,2 1 

50 


Kindfleisch .... 

5—20,0 

0,25 


11 


Herzmuskel .... 

1,7— 5,0 





Rindsleber .... 

0,9— 3,0 

1,0— 1,6 


50 


Gchirn 

1,2— 6,0 
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Vil. Darstellungs- imd Reinigungsmethoden des Yitamins B| 

Die im folgenden beschriebenen Methoden sind moglichst historisch ge- 
ordnet, anfangend mit der Méthode von Osborne-Wakeman, nach der zum 
erstenmal eine Anreicherung des antineuritischen Vitamins erfolgte. Die 
Methoden von Seidell, der die Adsorption des Vitamins an Fullererde ein- 
führte und spàter eine Behandhing mit Pikrinsâiire iind mit BenzoylcJilorid 
einschaltete, sind nur teilweise angeführt, und zwar in der neuesten Fassung. 
Die Modifikation von Levene, die in der Adsorption an Silicagel besteht, wird 
ebenfalls beschrieben, die Méthode von Janssen -Donath in der neuesten 
Form gebracht. Unter den neueren Verfahren, die aueh eine Darstellung des 
Vitamins in kristallisierter Form gestatten, sind namentlich die Methoden von 
Kinnersley-Peters und Guha-Drumrnond erwàhnt. 

1. Darstellung eines Vitamîn Bj^-Konzentrats nach Osborne-Wakeman 48) 

4,8 kg ciller mit Eiswasscr gc'waschericn BrtuK'rc'ilicfc (Nafig('wicht) wcailon 
in 10 Litcr WasH(^r, die 0,01 % Essigsauro enthalt<‘n, bci lOO^’ (‘ingc'tragen und r)Mi- 
nuten zum Sieden crhiizt. Man filtriert und wiedi'i holt mit dian bO'ferückstand di(^ 
Extraktion. Die Filtrate werden auf 2 Lit(‘r (‘ingei'iigt und in 3 Lit(‘r 93^^,)ig(an 
Alkoliol (ângetragcai (alkohol. (ïew,-% dt‘r Losung 53). Dc'r Nieders(*hlag (Fraktiou 1 ) 
wird mit 53 %igem Alkohol g(‘waseh(‘n und g(‘tro(*kn(‘t. AusbeuU' 35,9 g. Das Filtrat 
der ersten FaJlung wird wi(‘der auf 300 cem (‘ingeengt und mit ],9() Liter 95‘)(,ig(‘Tn 
Alkohol versetzt (Alkohol konzentration 79 G('w.-%). D('r Niedei’sehlag (Fraktiou 2) 
wird wie oIxmi belvaiKkdt. Auslx'ute 51 ,8 g. Zur H(‘iiiigung lest man den Ni(Hlers(;hlag 
in 100 ccm Wass(‘r und fallt die Losung mit Alkohol Inû i'invr Konzc'utratiou von 90 V,',. 
Die g(\samte wirksame Suhstanz fiTid(‘t sieh in Fraktiou 2. l^]s g('nüg(‘n davon als 
tagliche Dosis fur di(‘ Ratt(' sehon 0,2 ing. 


2. Darstellung eines Vitamin B|-Konzentrats nach Seidell 49) 

1. Méthode: 3 kg Hefe werden in 20 l..it('r Wasser eingetrag(‘n und mit (âner 
Losung von OOOgNaOH in 4 LitiT Wass('r 4 MiTUiten lang g(‘rührt. Die J^r)sung ïnuB 
innerhalb 3 —4 Minuten zcaitrifugiert und mit 900 ecm Sehw(4elsilur(ü (1 Ti'il Saurez 
zu 2 Teilen Wass('r) und 1 Liter Alkohol v('rs(4zt werdcai. Die Heaktion (lia* Lësung 
wird so eingestellt, dal3 25 eem davon g<^gen Mc'thjdrot 0,3 (xan n/NaOH verbraueh(ai. 

Die ans 0 kg Hete g(^wonn('n(m 00 Liti'r Extrakt werdcai im Vakuum auf 10 Lit(‘r 
eingeengt und 3 Tag(‘ b(‘i 4*^ aufbewahrt. Vom Bodcaisatz zieht man 12,5 Litta- klare 
Losung ab und versetzt sie mit weiteren 4 Litern 95%ig(an Alkohol. Naeluhan 
die Losung 1 Tag lang bei 4” aufbewahrt wurd(‘, wird filtriert. Die erhalteaien 14,8 Li- 
ter Filtrat (von dem 5 ccm, 2,2 ccm n/NaOH geg<ai Methylrot vta*brauch(‘n solhai, 
was eiman pj^ von etwa 2,8— 3,0 entsprieht) werden wicnlca’ mit 4 Lit(T 95%ig(ai 
Alkohol g(îfallt und der Niedersehlag nach 2tagigem Stehen b(â 4‘* abfiltriert. Die 
Losung wird im V^akuum zur Trockm». verdampft. Es bleilxai als Kiickstand (dwa 
400 g eines gelben trockenen Pulvers, das 35% AscIkü enthiilt und in Dosen von 
20 mg pro die = 1,5 mg N wirksam i.st. 

2. Méthode: 1000 g fri.sche trockene Hefe werden in 12 Liter Wass(a- suspiai- 
diert (0,01 %ig an Essigsaure) und 24 Stunden lang gerührt. Dca* Niedeasehlag 
wird abfiltriert und in ders(‘lben Weis(? noch einmal behandelt. Die Filtrate‘ engt 
man vor einem elektrischen Erhitzer auf 5 — 6 Liter (ân und rührt die Losung mit 
100 g Fullererde pro 1000 ccm 4 — 5 Stunden lang. Die Fulha’erde wird mit 
Wasser gewaschen und die Losung erneut in dersedben Wcâse mit FuIIena-de be- 
handelt. Die vereinigten Filtrate enthalten das Vitamin 15 g. Die Fullererde wird 

48) Osborne e. s., J. of biol. Chem. 40, 383 (1919). 

49) Seidell, J. of biol. Chem. 82, 633 (1929); 67, 593 (1926); 100, 195 (1933); 
J. Ind. Eng. Chem. 1921, 1111; J. amer. chem. Assoc. 1922, 2042. 
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mit einer konzentriorten Losving von Bariumhydroxyd aufgeschwommt, die Lôsung 
sofort filtriert und mit Schwefelsâiire nentralisiert. Die Fullererde wird nochmals 
in derselben Weise mit Baryt eluiert. Die Filtrate w('rd('n anf 1600 ccm eingeengt. 
1 ccm entspri(dit 1 g Hofe. 


3. Darstellung eines Vitamin Bi^-Konzentrats nach LeveneSO) 

1. Méthode: Fine Rohvitaminlosimg, die 100 g Suhstanz in 4 Liter Wasser 
enthàlt (Atudonniederschlag ans PreBhefesaft) wird filtriert nnd mit 800 g Silicagtd 
imter Kühren versetzt. Man stellt den pjj anf 3 ein. Nach 10 Minuten wird vom 
Silicagel a})filtri('rt nnd mit wenig Wasser gewaschen. Die Adsorption wird mit 
dem Filtrat wiederholt. Die Silicag('lni(Hl(;rschlage werden in 6 Litca* Wasser sns- 
pendiert, der pjj d('r Losung mit FiOH anf 9,8 gebracht. Na(;hdem die Losnng 
20 Minuten gt'rülirt wnrde, wird abfiltriert, das Filtrat mit HJ nentralisiert mid 
anf 100 ccm eingeengt. Es bleibt im Eisschrank stehen, wird mit wenig Alkohol 
versetzt nnd filtru'i’t. Das Filtrat wird weiter konzentricat nnd mit Aceton voll- 
standig g(‘fallt. Ansbente an trockeaier Snbstanz 18 — 20 g. — 3 g di(^s(‘s Pulv(‘rs 
werden in 100 ccm Wasser gelost nnd mit c‘iner Losnng von 100 ccm Alkohol nnd 

1 ccm 70%iger H J versetzt. Der Niederschlag wird abfiltriert nnd mit Alkohol 
gewaschen bis das Waschwasser J-fnâ ist. D('r getroeknete Niederschlag ('iithalt 
di(‘ wirksame Snbstanz. Er ist wirksam in taglich(m Dosen von 0,1 mg b('i der Batte. 

2. Méthode: 50 Pfnnd Hefe, nicht gepreOt, werden 4 8tunden lang bei 60*^ 
mit 5 gallons (1 gallon — 4,54 Lit(‘r) 95%ig('m Alkohol behandelt, abfiltri('rt nnd 
das Filtrat anf 1 Liter eingeengt. Man vt'rsetzt die^ Losnng mit d('ms(4b(>n Volninen 
95%igem Alkohol nnd verwdrft diai Ni(Hl(‘rschlag. Zinn Filtrat gibt man solang(^ 
98%igen Alkohol, l)is die Losnng 80%ig ist. Der Niederschlag wird mit 
Alkohol und Aceton gewaschen nnd g(‘trockn(‘t. D('r Niederschlag enthalt die 
wirksame Snbstanz. 30 rng f>ro Tag/Ti('r gcJxai normales Waehstnm. - - 50 g di(’!S('r 
Snbstanz W(‘rd('n in 500 ccm Wassc'r gelost, wenn notig zentrifngic'rt nnd anf 4 Liter 
vt'rdünnt. Die Losnng wird mit HJ anf pjj 3 g(‘bracht nnd 15 Minuten lang mit 

2 kg Silicagel gernhrt. Man wicidta-liolt mit d(‘m Filtrat <li(^ Adsorption noch 5 mal 
mit je 1 kg SilicagcJ. Di(' Filtratc' w’C'rden v(‘r(*inigt, nach d('r Nt'utralisation mit 
LiOH anf 100 (;em eingeengt nnd im Eisschrank aufbc'wahrt. Sic di(ai(‘n znr Co 
winnimg des Vitamins IL. Zn diesem ZwtKk versetzt man die Losnng mit 98 %ig('m 
Alkohol bis znr Konzentration 80 wascht den Nied(‘rsclilag nnd tro(*knet. Ans- 
b('nt(' 28 — 30 g. Das Praparat (‘iitluilt Vitamin FL. Wirksamf' Dosis 30 mg pro 
die. — Dit* Cewinnniig (l(*s VJtamins Bj ans dtan Sili(*.agel erfolgt ans der t'rsttai Ad- 
sorption, ind(*m inaTi sic in Wasser snspendiert (pjj ^ 3 mit HJ) (4 Liter Wass(;r). 
Das Silicagel wird abfiltrit'it, mit Wasst'i* gew'aschtai und ernent in 6 Liter Wasser 
snspendiert. Die Losnng wird mit LiOH anf p^ — 9,8 t'ingestellt nnd 15 Minnttai 
gernhrt. Man filtrit'it nnd t'iigt das Filtrat na<*h Neutralisation mit HJ anf 75 ccm 
ein. Die Losnng wârd mit 50 ccm 96%ig(‘m Alkohol vt'rst'tzt nnd der Niederschlag 
natJi Anfbewahrnng im Eisschrank vt'iworft'ii. Das Filtrat wird anf 40 ccm eingeengt 
nnd mit 40 ccm Alkohol verst'tzt. NatJi Anfbew^ahrnng der Losnng im Eisschiank 
id)er Nacht whrd filtriert nnd das klare Filtrat in 1000 ccm Act^ton (ângt'ti-agt'n. 
D(*r Niederschlag wird abg(*tr(*nnt, gt^waschen nnd gt'trocknet. Ansbente 6 — 7 g. 
Die Snbstanz entlûdt die gesamte B^-Wirksamkeit. Fiir den R-altenwachstnmstest 
genügen taglielu* Dostm von 2,2 mg aschefreier Snlxstanz. 

4. Darstellung eines Vitamin B^-Konzentrats nach Janssen-Donath 51) 

2,5 kg Reiskeirne werden 4 Stnnden lang bei 60 — 70” anf d('m Wass(*rbad mit 
7,5 Liter 50%ig(an Alkohol (0,5 %ig an Salzsanrt^) b('hand(;lt. Das Filtrat wird im 

50) Levene, J. of biol. Chem. 95, 317 (1932); 79, 455 (1928); J. of Pharmaeol. 
1926, 227. 

51) J anssen-Donath , M(*ded. Dienst. Volksgez. Neederl.-Indië 1, 186 (1927); 
Ber. Physiol. 60, 566 (1931). — 0 nha-Drnmmond, Ber. Physiol. 54, 311 (1930). — 
Williams -Waterrnan - G n rin , J. of biol. Chem. 87, 559 (1930). — Misawa, 
J. of Bioch(‘m. 15, 439 (1932). 
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Vakinim bei maximal 60® atif eingeengt. Man erhiilt einon golbbraimon Siriip 
mit 40 % Trockenrückstand. 1 Liter dieses Extrakt(*s (i>twa 5 kg Reiskeimt') wird 
mit 9 Liter Wasser verdiiimt, mit Scbwefelsânro auf pj^ 4,5 ('ingi'stellt imd 30 Mi- 
niiten larig mit 500 g Toni'rde (acid clay) gerührt. Nach 3 Stunden wird al)g('hebert 
und die Toiierdo mit Wasser vom pjj — 4,5 gewaschen. Je 50 g dieser TeiKTdi^ wi'rdcai 
mit 200 ccm Baryt behandelt und das Filtrat sofort in 8 chw('fi*lsaure aufgefangen 
(1 II). Das gelbbrauno klarc’* Filtrat d(‘s Bariumsulfatniedi'rscblags wird auf 400 eem 
einge(?ngt. Die Losung enthalt 9,6% l'roekeiisubstaiiz. Vitaminausbeutc^ ■ 80% 
des ursprünglichen. 

800 ccm dieses Extrakts (etwa 10 kg Keiskeim(‘) werden mit 45 ccm ('ini'i* 50 %- 
igen Silbernitratlosung gefallt und mit Baryt auf p^ 4,5 gebracht. Das klaro 
Filtrat wird auf pj^ = 6,5 eingcîsttJlt und der Niedersclilag alifiltiiert, Das Filtrat 
dieser Fallung liefert bei p^j ~ 8 iioch eine wiâtiu'c' Falliing. Di'r groOtt' Ti'il d(‘r 
Wirksamkeit findet sich in der Fraktien pjj - 6,5. Dt‘r Nit'dt'rsehlag wird mit Salz- 
saure zerlegt. Ausbeut(> 10%. 

Der 8 chw('feisaureg('halt d(‘r Losung wird auf 5^,\, gebracht und dic^ Losung 
mit überschüssig(‘r Phospborwolframsaiire gefiillt. Man lf)st. di'ii Nicalersclilag in 
100 ccm 50%igem Aceton und filtriert die Losung in 5^’^,ig(> Schw(‘f('lsaur('. Nach 
36stiindigem Stelaai wird der Niediaschlag in 60 ccm Acet-onwassi'r g(‘l()st und die 
Losung mit Barytwassia* zur schwacli alkalis(*licn Kiaiktion V(‘rs(‘tzt. Das Filtrat 
wird in Schwefidsaure aufgi'fangen und dii; Losung mit Baryt gcniau lUMitralisiia*!. 
Nach Einengen im Vakuum ('rhalt man 200 mg ('int‘S gellxai Pulvin’s . Auslxniti* 10 %. 

Das Pulver wird mit 250 ccm AIkohol (‘xtrahicnt und das Filtrat mit 5 -6 ccm 
Platinchlorid losung gefallt. l)(‘r Platirnii(Hlerscblag wird in Salzsiim*(‘ siispendiei t, 
duriîh H 28 zerlegt und das zitroiuaigelbe Filtrat nach Eiiuaigimg der Kristallisation 
überlassen. 

5. Darstellung eines Vitamin B^-Konzentrats nach Salmon- 
Guerrant - Hays 52) 

1. Méthode: Weilka-, fcân g(anahlen(*r Mais wird Ixâ 40 — 50® getrocknet und 
daim mit 80%ig(‘m AIkohol (‘xtraliic'rt bis ans 150 kg Mais (‘twa 225 Liter hlxt î-akt 
bereitet sind. 8 i(^ wc'rden im Vakuum auf 15 Litcu* r<‘(luzi(‘rt. gekühlt und filtih'rt. 
Der Niedersclilag wird mit Wasseï’ geknetiJ, uni anhaftcauh'S Vitamin in J^iOsung 
zu bririgi'ii. Filtrat und Waschwassca* werden vimânigt und mit Wassi'r auf rin 
Volumen von 21,5 LitiT g(4)rac*ht. Di(‘ LOsung wird im Vakuum auf 15 Iat(‘r ein- 
gi'cngt und nach 24strnidig(>m Hb'ix'u im Fisschrank filliiert. Das Filtiat- wird mit 
Wass(‘r auf 16,5 Liter v('rdünnt und <li(‘ klan* g(*lbe Lësung auf jijj 2,75 ein- 
gestellt. Die Lësung wird 2 Stunden laiig mit 3 g Fulltn-erde ])ro Kilogramm Mais 
behandelt (aile 5 Minuten giit durchrührcn), di(î Fulk'n'ple abfillriert und 2 mal 
mit 25 ccm 80%ig('ni AIkohol j(‘ 30 g Full(‘r(‘rd(‘, dann 2 Tnal mit jes 25 cciti 93 %ig(‘în 
AIkohol gewaschen. Die Fulk'rerde enthalt die wirksanx^ Sulxstanz. Si<ï kann dir«‘kt 
im Taub('iiversuch ausgewertc’it werden. Meist erwcàst sich liita* eine 1 )osis (i<‘r ( IrëBcn- 
ordnung 0,05 g als wirksam. Zu b(*achteu ist bei Anw(‘ndung dies(‘r Mi'lhoch! nament- 
lich die Konstanthaltuiig des pj^ der Adsorptionslësung. Er soll nach der Adsorpt ion 
nie d('ri Wert 4 übersteigen. 

Darstellung ans Jief(’!: 8 Liter Was.ser werden mit 0,75 Vol.-% h]is(*ssig ver- 
s('tzt und auf 95® erhitzt. 2,5 kg Trock(*nh(‘fc! wca*d(ai in die Lt)sung v(>rrühi t. Nach 
Abkühlen auf 60® gibt man 12 Lit(‘r 93 ‘X)ig<‘u AIkohol zu, um das EiwM'iü zu fallen 
und die Filtration zu erk'ichtc'rn. Dca* P^ilterriickstand wird nochmals mit 4 lat<*r 
51 %igein AIkohol extrahiert un<l die beid(‘ii Filtrate venânigt. Di(î Ijësungen w'erden 
im Vakuum auf 6,6 Litcu* reduzi<‘rt und nach 24stiindig(an St<‘h(‘n im Eisschrank 
filtriert. Die klareii Lësungen w(a-d(‘ii auf p^ = 3 (ângestellt, mit 180 g Fullenade 
pro Kilogramm Hefe versetzt und eiiu’i Zcâtlang gut verriihrt. Die Fullerenk* wird 
abfiltriert, 4mal mit j(‘ 25 ccm Wasser und linal mit 50 ccm 93%igem AIkohol 
g(>waschen und gf'trockru't. 

Das Filtrat der Fulk'nade kann wcûter auf Vitamin B 2 aufgearbeitet wcrdfui. 


52) Salmon c. s., J. of biol. Chem. 80, 91 (1928),* 76, 487 (1928); 77. 483 (1927). 
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6. Die Methoden yon Kinnersley imd Peters 53) 

Darstellung eines B^-Konzentrats mit der Wîrksamkeît von 6 mg als 

Tagesdosis 

7 Ibs Hefe (1 Ibs == 453,29 g) werden 2 mal mit soviel Wasser extrahiert, daÛ 
2700 ccm Extrakt mit 100 g Trockensubstanz entstehen. Man gibt zur Lôsung 
280 ccm 26%iges neutrales Bleiacetat tind filtriert den Niederschlag ab. Das 
Filtrat wird mit Schwefelsàure versetzt (kongosauer) und mit 70 ccm Hopkinschem 
Reagens (Merkurisulfat in Schwefelsàure) gefâllt. Das Filtrat wird mit 20%iger 
Natronlauge auf = 5 gebracht, eine etwa entstehende Fâllung entfernt. Dann 
wird die Losung zunàchst mit 30 g, dann mit 10 g Norit je 10 Minuten gerührt 
und die Kohle abfiltriert. Man wàscht mit destilliertem Wasser. Die vereinigten 
Kohlenmengen werden mit 200 ccm, darauf mit 100 ccm 55Vol.-%igem Alkohol, 
unter Zusatz von 1 ccm konzentrierter Salzsâure eluiert. Die alkoholischen Extrakte 
enthalten etwa 2,85 g organische Substanz. Die Lôsung wird im Vakuum bei 60® 
auf etwa 5 ccm eingeengt imd mit 45 ccm 97%igem Alkohol gefâllt. Der Nieder- 
schlag wird mit 87%igom Alkohol gewaschen. Die Wirksamkeit der Substanz ist 
etwa 5 mg Tier/Tag. Durch verschiedene Alkoholfàllungen kann sie auf 1 mg 
Tag/Tier gesteigert werden (s. Original). 

a) Darstellung eines Bj-Konzentrats mit der Wirksamkeit von 0,4 mg 

14 Ibs Hefe (1 Ibs = 453,29 g) werden 3 Tage lang bei 15 — 20® aufbewahrt. 
Die Hefe wird in kleinen Portionen in 3500 ccm siodendes Wasser eingetragen imd 
die Misclmng danach 5 Minuten zum Sieden erhitzt. Die Hefe wird abfiltriert und 
nochmals in derselben Weise behandelt. Die vereinigten Filtrate, etwa 5600 ccm, 
werden mit 400 ccm 25 %igem neutralem Bl(>iacetat gefâllt. Man filtriert durch groBe 
Faltonfilter (am beston über Nacht) ohne den Niederschlag auszuwasclKîii. Aus- 
beute 5000 ccm Filtrat. Man versetzt die Lôsung mit 3 — 4000 ccm einer kalt gesât- 
tigten Barytlôsung. Sollte dabei keiri Niederschlag entstehen, gibt man noch etwa 
12 ccm der Bleiessiglôsung hinzu. Der Niederschlag wird môglichst schnell abfiltriert. 
Man erhâlt ein klart^s gelbes Filtrat, das in Schwefelsàure aufgefangen wird. Nach 
beendigter Filtration sâuert man die Lôsimg mit Schwefelsàure (kongosauer) an 
imd filtriert das ausgef aliéné Bariumsulfat ab. Etwa 10 Liter Filtrat. Die Lôsung 
wird mit Natronlauge und Schw(delsàure auf pg = 2,5 gebracht und mit 80 
bis 100 ccm Merkurisulfat in Schwefelsàure (Hopkins -Reagens) gefâllt. Der aus- 
gefallene Niederschlag wird abfiltriert. Sollte im Filtrat eine Fàllung entstehen, 
wird sie nieht entfernt. Wichtig ist ein nicht zu groBer Hg-Über.schuB. 10 ccm 
der Lôsimg sollen mit 1 Tropfen Reagens keine dicke Fàliung geben. — Das Filtrat 
der Hg-Fàllung wird mit^ Natronlauge auf pjj = 7 gebracht und zunàchst mit 60 g, 
dann mit 20 g Kohle verrührt (je 10 Minuten). Die Kohle wird mit destilliertem 
Wasser gewaschen un<l getrennt aufgearbeitet. Man eluiert mit einer Lôsung von 
200 ccm n/10 HCl auf dem Wasserbad. Das Filter wird initextrahiert (Vorsicht, 
bei Alkalischwerden der Lôsung sofort HCl nachgeben, stets kongosauer halten). 
Nach 2stündigem Erhitzen wird abfiltriert und die Kohle in derselben Weise zum 
zweitenmal behandelt. Die 20-g-Portion wird ebenso eluiert. Die klaren Filtrate 
werden mit Bariumchlorid von der Schwefelsàure befreit und im Vakuum auf 
50 ccm (60®) eingeengt. Für den Tierversuch werden die Lôsungen durch Zusatz 
von 15% Aklohol konserviert im Eisschrank aufbewahrt. — Man kann die Kohle 
noch ein zweites Mal mit (dner Lôsung von 50%igem Alkohol unter Zusatz von 
1 % HCl behandeln (2mal je 150 ccm). Der Extrakt ist aber weniger wirksam. — 
Die Ausbeute betràgt aus obiger Hefemenge etwa 1200 — 2000 kurative TTD. Die 
Wirksamkeit schwankt zwischen 0,4 — 1 mg pro die. Die zweite Sàureextraktion 
gibt 1500 TTD mit einer Wirksamkeit von 1 — 2 mg. Die Alkoholelution liefert 
600 TTD derselben Wirksamkeit. Die Lôsungen enthalten noch Metalle und Sàuren. 
Man behandelt sie nach Entfernung des Alkohols im Vakuum imd Einstellimg des 


53) Kinnersley c. s., Biochemic. J. 21, 777 (1927); 19, 820 (1925); 18, 858 
(1924); Nature (Lond.) 1932, 774; J. of Physiol. 76, 17 (1932). 
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Pu aiif 4,5, mit Schwefelwasserstoff filtriert deri Niederschlag ab und kocht zur Eiit- 
fernimg des HgS kiirz auf. Nach Einenguiig im Vakuum kann eine fraktionierte 
Alkoholfüllung eingeschaltet werden. 

b) Darstellung eines B^^-Konzentrats für Fütterungsversuche (Wirksamkeit 

0,3 — 0,5 mg) 

Für Test vers iiche kann man einfacher ein Konzentrat erhalten, wenn man 
die eben beschriebene Méthode bis zur Barytfallung durchftihrt und das Filtrat 
vom Barytniederschlag mit Schwefelsâure im ÜberschuB verse tzt. Man stellt 
auf Pu = 2,5 mit Salzsàure ein, filtriert vom Bariumsulfat ab und behandelt die 
Losung wie beschrieben mit 60 g Kohle. Die Kohle wird verworfen. Nach Eiii- 
stellung des Filtrats auf pu = 7 wird erncut an Kohle adsorbiert. Die Kohle 
wird nun mit n/10 Salzsàure eluiert. Man erhàlt eine Substanz der Wirksam- 
keit 0,3 — 0,5 mg, 

c) Darstellung eines B^-Konzentrats miter gleiehzeitiger Darstellung eines 

B 4 -Konzentrats 

Die Herstellung eines B^-haltigen Vitarnin B^-Konzentrats ist für manche 
Zwecke, bei denen man auf die Zufuhr beider Vitamine angewiesen ist, von Be- 
deutung. Die im folgenden beschriebene Méthode besitzt auBerdem den Vorteil, 
zu sehr reinen B^-Pràparateii zu führen, die durch einige weitcre Manipulationen 
in kristaUisierter Form gewonnen werden kônnen. Das nachstehende Bcispiel 
bezieht sich auf eine Hefemenge von 100 kg. Erforderliche Losungen: 

Bleiacetat 22,5 kg 

Baryt, kristallisiert 9 — 10 kg 

Natronlauge 1500 kg 

Schwefelsâure, konzentriert . 1500 — 2000 ccrn 

Kohle (Norit) 2000 g 

Salzsàure, konzentriert . . . 350 — 500 ccm 
Alkohol 6 — 8 Liter 

Extraktion der Hefe: Man erhitzt 20 Liter Wasser zum Sieden und tràgt 
19 — 20 kg Hefe in kleinen Portionen un ter Rühren ein. Nachdom die letzte Portion 
eingobracht wiirde, bringt man die Losung zum Sieden und zentrifugii^rt heiB 
((‘twa 15 Minuten lang.) Die Losung zeigt nach dem Zentrifugieren noch eine Tom- 
peratur von 50 — 60*’. Die Extraktion wird mit derselben Hefemenge noch weitere 
4 Male wiederholt. Man erhàlt als Ausbeute eine Gesamtfiltratmenge von 124 bis 
127 Liter. Man vereinigt die Filtrate aus den 100 kg Hefe und kühlt sie ab. Die 
Vitaminausbeute làBt sich durch eine zweite Extraktion nicht wesentlich erhoh(‘n, 
auch scheint eine Sàureextraktion keine groBen Vorteile zu bringen. 

Bleiessigfàllung: Der pu des erhaltenen Hefeextrakts soll 6,5 — 6,8 betragen. 
Das Filtrat wird pro Liter mit 16 ccm einer 25%igen, neutralen Bleiacetatlôsung 
versetzt und 24 Stunden aufbewahrt. Der pu der Losung sinkt dabei auf etwa 5 — 6 . 
Es sind etwa 2000 — 2500 ccm Bleiacetatlôsung für eine vollstàndige Fàllung nôtig. 
Der Niederschlag wird entweder abzentrifugiert oder durch groBe Faltenfilter fil- 
triert. Die Filtration dauert 24 Stunden. Der Bleiniederschlag kann auf Vitarnin B 2 
aufgearbeitet werden. 

Barytfàllung: Das Filtrat der Bleifâllung wird mit Baryt behandelt. Man 
erhitzt in einem 1500 ccm Kolben 2 — 300 ccm Wasser und soviel festes Baryt, daB 
die Flasche etwa 2/ 3 voll ist. In die siedende Losung tràgt man eine solche Menge 
an festem Baryt ein, daB auf 300 ccm Losung insgesamt 1200 g kommen. Zu je 
32 Liter der obigen Vitaminlôsung gibt man 1000 — 1500 ccm dieser Barytlôsung 
und verrührt 3 — 5 Minuten bei hôchstens 25®. Bei Ausbleiben einer Fàllung setzt 
man 1 — 2 ccm der Bleiessiglôsimg zu. Man filtriert schnell ab und fàngt das Filtrat 
Bomskov, Vitaminforsdiung 13 
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in Schwefelsâure aiif. Es mufi stets kongosauer bleiben. Man filtriert und stellt 
die Lôsung auf pjj = 1 mit Schwefelsâure ein. 

Koh leadsorption bei Ph = 1 • 32 Liter des erhaltenen Filtrats werden 

mit 180 g trockener Kohle (Norit) 20 Minuten gerührt. Die Kohle wird vorher mit 
konzentrierter Schwefelsâure aufgekocht und mit destilliertem Wasser gewaschen, 
bis im Filtrat keine Sâure nachweisbar ist. Nach der Adsorption wird abfiltriert 
und mit n/10 Schwefelsâure gewaschen. Es ist darauf zu achten, dafî die Kohle 
wahrend der Filtration nicht auf dem Filter trocknet. Man wâscht die etwa 700 g 
Kohle aus der ganzen aufgearbeiteten Hefemenge mit ca. 2000 ccm der Sàure. Nach 
dem Waschen wird der Kohlenniederschlag in einem 4-Liter-Becher mit 800 ccm 
50%igem Alkohol (mit Salzsàure bis zum Ph = 1 versetzt) zusammen mit dem 
Filter extrahiert (über Nacht stehen lassen). Das Filtrat enthalt neben B4. 

Kohleadsorption bei pg == 7: Das Filtrat der Kohleadsoi’ption bei pn = 1 
wird mit 20 %iger NaOH auf pg = 7 eingestellt und für je 32 Liter mit 320 g Kohle 
versetzt. Man verbraucht etwa 1000 — 1200 ccm Natronlauge. Der pg muO auf ^0,04 
genau bestimmt werden. Die Kohle wird 10 Minuten verrührt und dann abfiltriert. 
Man wâscht sie 3 — 4mal mit destilliertem Wasser (pro Filter etwa 15 ccm). Die ver- 
einigten Kohlemengen (etwa 1200 g) werden in einem 6-Liter-Kolben mit 2 Liter 
kalter n/2- Salzsàure verrührt. (Reaktion kongosauer.) Dic^ Extraktion kann über 
Nacht geschehen. 

Elution des Vitamins B4: Die Kohle von der 1. Adsorption wird, wie be- 
schrieben, mit Sâurealkohol auf dem Wasserbad bei 70*^ behandelt und der Prozef3 
mit der Kohle 3 mal wiederholt. Man engt das Filtrat im Vakuum auf 3 Liter ein. 
Die Losung wird mit Natronlauge auf pg = 3 eingestellt und im Eisschrank auf- 
bewahrt. Sie enthalt 18000 Tagesdosen Vitarnin B 4 imd etwa 3000 Tagesdosen B^. 

Elution des Vitamins Bj: Das Kohleadsorbat bei pg — 7 wird in 4 1500-ccm- 
Bechem mit n/2- Salzsàure extrahiert und 10 — 15 Minuten bei 80® gehalten. Der 
Niederschlag wird abgesaugt. Zwei weitero Extraktionen der Kohle mit je 2 Liter 
11/ 10- Salzsàure folgen. Der Gesamtextrakt (6 Liter) wird auf pg = 3,0 ^ 0,2 cân- 
gestellt und auf dem Wasserbad auf 1500 ccm eingeongt. Man gibt wahrend des 
Erhitzens nach und nach 10%iges Bariumchlorid zu, um freiwerdende Schwefel- 
sâure zu binden. Der Extrakt enthâlt 24000 Tagesdosen B^ mid nur wenig B 4. 
Man neutralisiert die Lôsung und entfemt einen evtl. entstehenden Niederschlag. 
Das Pg wird auf 3,5 eingestellt, die Lôsung mit Alkohol (bis zu 65%) versetzt imd 
im Eisschrank aufbewahrt. Vor Gebrau(;h wird der Alkohol iin Vakuum eiitfernt. 

Zweite Extraktion der Kohle von pg = 7 : Die Kohle, aus der das Vi- 
tamin B 4 nach vorstehender Méthode eluiert wiirde, wird 4 mal mit je 1400 ccm 
50 Vol.-%igem Alkohol, n/10 an Salzsàure 15 Minuten auf dem Wasserbad bei 
80® extrahiert. Das Filtrat wird auf dem Wasserbad eingeengt und auf pg = 3 
eingestellt. Die Lôsung enthâlt 10000 — 12000 Tagesdosen Bj und etwas I34. 

Entfernung vorhandener Metalle: Etwa vorhandene Metalle kônnen 
durch Schwefelwasserstoff entfernt werden. Man bringt die Lôsungen auf pg = 4, 
leitet das Gas hindurch und kocht das Filtrat des Sulfidniederschlags kurz auf. 

Aile dargestellten Extrakte enthalten neben B 4 auch B 4. Eine vollkommene 
Trennung kann durch Fâllung mit Merkurisulfat erreicht werden. Für Zwecke 
des Tierversuchs genügt aber der dargestellte Extrakt immer. Man kann sogar 
meist auf eine Trennung der Vitamine verzichten und eine einmalige Kohleadsorp- 
tion bei Pg = 2,5 vomehmen. Die Elution mit 50%igem angesâiu'rtem Alkohol 
liefert 40000 Bi-Einheiten neben B4. 

7. Darstellung eines Bi-Konzentrats nach Guha und Drummon d 54) 

Extraktion: 101,8 kg Weizenembryo werden mit 254,5 Liter 
50 Vol. -%igem Alkohol unterZusatz von 0,5% konzentrierter Salzsàure zweimal 
je 3 — 4Stunden bei 60 — 70® extrahiert. Das gelbe Filtrat wird im Vakuum zur 
Trockne gebracht. Ausbeute: 20,15 kg einer gelben viskôsen Masse. Wasserfrei 
15,59 kg. Wirksamkeit im Rattenwachstumsversuch 77 mg pro die. 

54) Guha c. s., Biochemic. J. 23, 880 (1929). 
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1. Méthode 

Bleiessigfâllung; Die aus 49 kg hergestellte Extraktmenge wird in 22 Liter 
Wasser gelôst und mit 1,2 kg Bleiacetat in 50%iger Lôsnng versetzt. Der Nioder- 
schlag wird abfiltriert tmd gewaschen. Das Filtrat (etwa 25 Liter) wird mit Salz- 
sàure (etwa 310 ccm) angesâuert (kongosauer). Ein etwa entstehender Niederschlag 
wird verworfen. Die Lôsnng wird mit Schwefelwassei’stoff vom Blei befreit. Die 
erhaltene Trockensnbstanz ist wirksam in Mengen von 48 — 72 mg. 

Kohleadsorption : Das Filtrat von a) (etwa 24 Liter) wird zweimal mit je 
500 g Kohle (Norit) je 20 Minuten gerührt, nachdem es aiif pjj 2,8 — 3,0 eingestellt 
war. Die Kohle wird abfiltriert, gewaschen nnd dann in 5 Liter 50%igom Alkohol 
l%ig an Salzsaure suspendiert. Man erhitzt 30 Minuten bei 60®. Die Operation 
wird mit derselben Menge Elntionsflüssigkcdt wiederholt. Das Filtrat der ersten 
Kohleadsorption wird auf Ppj -- 4 eingestellt und wieder mit 1 kg Norit in zw(â 
Portionen behandelt. Das Filtrat dieser Adsorption wird auf pjj — 5 gebracht und 
(îbenso aufgearbeitet. Die Kohhï wird wie beschrieben eluiert. 

Phosphorwolframsàuref âliung: Die Extrakte von b) werden auf pjj — 5 
eingestellt, ein etwa entstehender Niedersehlag verworfen. Man gibt Schwefelsauro 
zu, bis die Lôsung 5 %ig ist und versetzt mit 1 ,5 kg Phosphorwolframsaure (gesâttigto 
Lôsimg in 5%iger Schwefelsaure). Das Gernisch bleibt 40 Stimden stehtn (Eis- 
schrank). Der Niedersehlag, der die wirksame Substanz (nthâlt, wird abfiltriert 
und mit konzentrierter Salzsaurtï zerlegt. Die Phosphorwolframsaure wird durch 
Extraktion mit Amylalkohol und Àther entfemt. 

Tabelle 73 

Dry residiKî (total wt. — 29,2 g. equiv. to 45 kg. embryo). 

Takeii up in 50% alcohol (250 (;c.) at 60® 


Insoluble residue (8,1 g.): taken 
up in water ( 20 ce. ) f iltered from 
small precipitate and treated 
with an equal volume of absolute 
alcohol 


Filtrate: evaporated Filtrate: ovaporated Precipitate 

to dryness in vacuo to dryness in vacuo 

L_ I 

ComVjined and extracted with a 
total volume of 500 cc. absolute 
alcohol at 60 ® 


Filtrat(': straw-coloim'd (a) Residue: brownish-red 


Combined and extracted 
with 2 litres absolute 
alcohol, containing 0,2% 
conc. HCl 


Precipitatcî (3g.): 
very low activity 
in équivalents of 
6 g. embryo 


Filtrate: treated with 
an equal volume of 
absolute alcohol 


I 

Filtrate: wine-red (b) 


Combined (total solids = 7,53 g., 
total organic matter — 7,29 g.). 
Active in doses équivalent to 
3,7 g. embryo containing 0,6 mg. 
organic matter 


Rtîsidue (18 g.) 
low activity in 
équivalents of 
6 g. embryo 


13 * 



196 


Adsorption an Silberoxyd: Die Lôsung von c) wird mit einer frisch be- 
reiteten Lôsung von Silberoxyd bis zur schwach alkalischen Reaktion (gegen Lack- 
mus) versetzt. Der Niederschlag wird abfiltriert, gewaschen und 2 mal mit 60 %igem 
Alkohol unter Zusatz von Salzsâure (etwa 1 % mehr als zur Bindung des Ag orfor- 
derlich ist) extraliiert. Das Filtrat wird im Vakuum eingeengt. Es ist wirksam 
in Mengen von 1,3 mg pro die. 

Alkoholfraktionierung: Eine Fraktionierung mit Alkohol, die ans vor- 
stehender Tabelle 73 hervorgeht, reinigt den Extrakt weiter. Die Lôsung d) wird 
dann zur Trockne verdampft imd nach dem Schéma behandelt. 

2. Méthode 

Fullererdeadsorption: 2 kg des Extrakt s (trocken) entsprechend 10 kg 
Weizenembryo, werden in 20 Liter destilliertem Wasser gelôst, mit 1 kg Fullererde 
geschüttelt und nach 12 Stunden filtriert. Die Fullererde wird mit Wasser vorn 
Pjj = 4 — 5 gewaschen und mit Baryt in kleinen Portionen fein gemahlen. Das 
Filtrat wird in Schwefelsàure aufgefangen, vom Bariumsulfat befreit und im 
Vakuum auf 760 ccm eingeengt. Wirksamkeit: 2,9 mg pro Tag. 

Trennung mit Silbernitrat und Baryt: Die Lôsung a) wird auf pjj = 1,8 
eingestellt imd mit 45 ccm einer 50 %igen Silbernitratlôsung versetzt (im ÜberschuB). 
Ein Tropfen der Lôsimg muB nach Zusatz von Baryt braun werden. Die Lôsung 
wird mit Bai^’^t auf p^ = 4,5 gebracht und der ausfallende Niederschlag abfiltriert. 
Dann gibt man zum Filtrat Barytlôsung bis pjj = 6,5 hinzu imd bewahrt die Lôsung 
über Nacht im Eisschrank auf. Der dunkelbraune Niederschlag wird abfiltriert und 
mit Salzsaure zerlegt. Die Fraktion p^ = 6,5 ist wirksam in Dosen von 0,21 mg 
pro die. 

Phosphorwolframsauref âllung: D(>r Extrakt b) wird mit Schwefelsàure 
versetzt (5%) und mit Phosphorwolframsauro in 5%ig(u Schwefelsàure gefàllt 
(30 Stiuiden, Eisschrank). Man filtriert den Niederschlag ab, wâsoht und verreibt 
ihn in 75 ccm 50%igem Aceton., Das Filtrat wird mit 300 ccm 5%iger Schwefel- 
sàure versetzt und 40 Stimden im Eisschrank auf bewahrt. Der dabei ausfallende 
Niederschlag wird mit 5%iger Schwefelsàure gewaschen und in 60 ccm 50%igem 
Aceton gelôst. Die Lôsung wird mit 70 ccm ges. Baryt versetzt und schnoll filtriert. 
Das Filtrat wird in Schwefelsàure aufgefangen und mit Baryt genau neutralisiert . 
Wirksamkeit bei der Batte 0,1 mg, bei der Taube 0,014 mg pro die. 

Platinchloridfàllung. Die Lôsung c) wird zur Trockne gebracht (hôchstens 
40®). Der Rückstand wiegt 0,2677 g. Man lôst ihn bei 60® in 250 ccm absolutem 
Alkohol und entfernt den unwirksamen Niederschlag. Die eingeengte Lôsung wird 
mit 5%igem Platinchlorid in ab.solutem Alkohol gefàllt und nach 40 Stunden (Eis- 
schrank) filtriert. Der Niederschlag wird mit Schwcfelwasserstoff zerlegt. Man 
erhàlt eine farblose Lôsung mit 24,9 mg Substanz, die in Tagesdosen von 0,105 mg 
bei der Batte imd 0,00515 mg bei der Taube wirksam ist. 

Die wirksame Substanz kann durch eine Goldchloridfâllung in absolutem 
Alkohol in kristallisierter Form gewonnen werden. 


YIII. Darstellung verschiedener Rohextrakte fïir den 

Tierversuch 

1. Tîkitiki nach Wells55) : Man extrahiert Reisschalen mit 25 %igem Alkohol 
und engt das Filtrat zur Sirupkonsistenz ein. Das B^-Konzentrat genügt in 
Dosen von 0,03 — 0,04 ccm pro die, um den Bedarf zu decken. 

2 Gew.-Teile Beisschalen werden mit 4 Teilen 25 Gew.-%igem Alkohol 48 Stun- 
den lang extrahiert. Man dekantiert und preÛt die Masse aus. Die Lôsimg wird 
filtriert. Man engt bei maximal 70® im Vakuum (10 mm) ein, bis das spezifische 
Gewicht der Lôsung bei 70® etwa l,18betrâgt. Die Lôsung wird abgekühlt imd nach 

55) Wells, Philippine J. Sci. 19, 67 (1921). 
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dem Absitzen desNiederschlags dekantiert iind zemtrifiigiort. Per klare Sinip wir(i mit 
^/g seines Volumens an 96%igem Alkohol versetzt, tler Niederschlag entfemt und 
das Filtrat im Vakuum anf das spezifischo Gewicht 1,32 gebracht. Nach Abkühlung 
cl.er Lôsung wird zentrifugiert. Pie klare Fliissigkeit wird an 3 anfeinanderfolgenden 
Tagen je 20 Minuten bei 62,5® erhitzt und gut verschlossen aufbewahrt. Vôllig Bg- 
frei erhalt man den Extrakt durch Fiillung mit dem 12fachen Volumen 95%igem 
Alkohol und Entfernung des Niede^rschlages. 

Pie Ausbeute betragt aus 2 kg Schalen etwa 100 cem. Es ist unbedingt 
erforderlich, mit frischen Reisschalen zu arbeittm, die man vom Government 
of the Philippine Islands Pepartment of Agriculture and Naturel Resources, 
Manila P. I., beziehen kann. 

2. Weizenoxtrakt von Bourquin: s. Vitamin Bg-arme Kostmischungen. 

3. Fullererdeadsorbat: s. Vitamin B^-Standard. 

4. Méthode von Stuart-Block-Cowgill 55 a): 

3 kg Reisschalen, enthaltend etwa 6000 TTP Bj, werden mit 30 Liter mit 
Chloroforrn gesattigtem Wasser extrahiert. Per Extiakt wird mit Salzsaure auf 
Pj£ — 4,5 eingestellt imd mit 50 Lloyds Rf‘agens versc'tzt. Man rührt im Laufe 
ein(‘S Tages mehrmals um, laht absitzen imd h(‘bt*rt die iiberstelu^nde Lôsung ab. 
Per Niederschlag wird zentrifugiert und mit verdünnter Essigsaure gt'waschon bis 
das Waschwasser farblos bleibt. Per Niederschlag wird mit 200 ccm Elutionslôsung 
30 Minuten lang gerülirt (bei etwa 50 — 60®). Pie Elutionslôsung Ix'steht aus 350 ccm 
Wasser, 60 ccm konzentrâ'rter Salzsaure und 120 ccm 95%igem Alkohol. Man 
filtriert und erhalt im Filtrat etwa 4000 TTP. Wirksarnkeit etwa 4 mg j)i*o TTP. 


IX. Reindarstellung und chemische Natur des Vîtamins Bi 

Nach zahlreichen Versuchen,das antineuritischt^ Vitamin zu isolieren, gelang 
es 1931 Windaus, Tschesche, Ruhkopf, Laquer und Schultz 56) 
kristallisierte Pràparate horzustellen, die schon inPosen von ca. 2,4 y wirksam 
sind. Nach den beschriebenen Methoden von Seidell, Janssen usw. wird das 
Vitamin zunachst an Fullererde adsorbû^t und das eluierte Vitamin mit Hilfe 
vonMerkurisulfat, Silbernitrat und durch Benzoylierung gertnnigt. Man fàllt die 
Lôsung des Vitamins mit Goldchlorid, zerlegt das kristallisierte Goldsalz und fàllt 
das gut kristallisicrende Pikrolonat. SchlieBlich wird daraus das salzsaure Salz 
gewonnen. Pas Vitamin B^ist eine Substanz der Zusammensetzung C£ 2 Hi 6 N 4 ^^^- 

Pie chemische Natur der Verbindung ist unbekannt. Fast gleichzeitig 
mit der deutschen Forschergruppe wurde von van Veen57) und ebenso von 
Ohdahkcî 58) aus Reisschalen eine Substanz isoliert, die in ihren chemischen 
Eigenschaften und biologischer Wirksarnkeit mit dem Vitamin B^ überein- 
stimmt, wenn auch die Analyser! teilweise abweichen. Man nimint neuerdings 
an, dab das isolierte Reisvitamin das Hydrat des Hefevitamins ist. Pie Mit- 
teilung von Gu ha 59), daS Adeninsulfat durch UV.-Bestrahlung in Vitamin Bj 
übergeht, konnte widerlegt werden. 

55a) Stuart-Block-Cowgill, J. of bioL Chem. 105, 465 (1934). 

56) Windaus -Tschesche c. s., Nachr. Ges. Wiss. Gôttingen, Math.-physik. 
Kl. 13, 207 (1931); 22, 342, 343 (1932); Z. physiol. Chem. 204, 125 (1932). 

57) van Vecn, Geneesk. Tijdschr. Nederl.-Indië 72, 1397, 1146 (1932); Z. 
physiol. Chem. 208, 125 (1932); Rec. Trav. chim. Pays-Bas et Belg. (Amsterd.) 
51, 265, 279 (1932). 

58) Ohdahke, Proc. imp. Acad. Tokyo 8, 179 (1932). 

59) Guha, Nature (Lond.) 1932, 741. 
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In letzter Zeit wurden wiederholt Methoden beschrieben, die eine Rein- 
darsteUung des Vitamins ohne groÔe Schwierigkeit ermôglichen. Genannt 
seien nur die Verfahren von Kinnersley und Mitarbeiter 60), Janssen und 
Mitarbeiter 61) , Seidell und Smith 62). 

Darstellung des Yitamins Bj nach Kinnersley, O’Brien und Reader 
Die Autoren beschrieben neuerdings ein Verfahren zur Gewinnung von 
500 mg Vitamin aus 2000 kg Hefe. Die ersten Reinigungsprozesse wurden 
bereits oben beschrieben. 

Danach werden die Extrakte, die man aus der Kohleadsorption bei pu = 7 
gowinnt (mit n/2 und n/10 Salzsâure), auf 1500 ccm eingeengt (Extrakt aus 50,5 kg 
Hefe) und mit Natronlaugo auf pj^ = 2 gobracht. Man engt weiter auf dem Wasser- 
bad auf 750 ccm ein. Man stellt mit 20%iger Natronlauge den pn = 5 her und 
entfemt einen evtl. ausfallenden Niederschlag. Filtrat und evtl. Waschwasser des 
Niederschlags werden mit 250 ccm 10%iger reinster Phosphorwolframsaure (vorher 
mit Natronlauge auf p^j — 5 eingestellt) gefâllt. Die Lôsung wird mit Schwefelsâure 
+ Phosphorwolframsaure auf p^ = 1 — 2 gebracht und ülx'r Nacht kühl aufbewahrt. 
Der Phosphorwolframsâureniederschlag wird mit Baryt fein gepulvert imd mit 
Wasser ausgelaugt. Das Filtrat wird in Schwefelsâure aufgefangen. Man extrahiert 
das Gemisch aus Niederschlag und Baryt mindestens 6 mal, bis der Extrakt farblos 
ist. Der vom Baryt durch Schwefelsâure befreite Extrakt (etwa 250 ccm) wird im 
Vakuum eingeengt. Dabei wird 10%ige.s Bariumchlorid zugesetzt (etwa 25 ccm). 
Das pjj der Losung soll 3 betragen. Man engt auf 1 — 2 ccm ein. Man behandelt 
die Lôsung mit 100 ccm absolutem Alkohol und kühlt auf 0® ab. Der imwirksame 
Niederschlag wird verworfen. D<^r alkoliolische Extrakt wird im Vakuum nach 
Zugabe von 10 ccm Wasser auf 100 ccm eingeengt. Man versetzt mit 5 n NaOH 
bis Pjj = 7 (nicht alkalischer !) und fâllt erneut mit 10 ccm 10 %iger Natrium- 1 : 24- 
Phosphoiwolframsâure. Der Niederschlag wird wio oben mit Baryt zerlegt. Das 
Filtrat wird, nachdem es auf pjj — 7 eingestellt wurde, wieder mit Phosphorwolfram- 
sâure gefâllt. Die vereinigten Fütrate der Phosphorwolframsâuroniedorschlâge bei 
Pjj “ 7, deren Voliunen 200 — 250 ccm betrâgt, werden mm mit etwa 20 ccm n/10- 
Schwefelsâure auf pjj = 4 gebracht, wobei ein Niederschlag entsteht. Wenn nôtig, 
muB mehr Phosphorwolframsâure zug(^gebeii w(^rden. Der ausfallonde Niederschlag 
enthâlt die wirksame Substanz. Er wird abfiltriert und mit Baryt zerlegt. Man 
fângt die Lôsung in verdünnter Schwefelsâure auf, stellt mit Baryt pjj auf 3 ein 
imd engt auf dem Wasserbad unter Zugabt' von Bariumchlorid (âri. Die k'tztori Reste 
der Flüssigkeit werden im Vakuum entfernt. Der Rückstand wird mit absolutem 
Alkohol (100 ccm) aufgenommcn und die Lôsung 7 Stunden lang kühl aufbewahrt. 
Die Lôsimg wird filtriert und das Filtrat im Vakuum vom Alkohol befreit und mit 
15 ccm Wasser versetzt. (Temperatur nie über 40®.) Ein entstehender Niederschlag 
wird verworfen. Nach Einstellen des pjj auf 3 ±0,2 fâllt man mit 2,5 ccm einer 
10%igen Goldchloridlôsung in Wasser und kühlt 1 Stunde im Eisschrank. Der 
Niederschlag wird darauf abzentrifugiert, in 15 ccm n/200 Salzsâurt' suspendiert 
und mit Schwefelwasserstoff zerlegt- (etwa 1 — 2 Stunden). Das Filtrat wird mittels 
Durchloiten von Stickstoff vom Schwefelwasserstoff befreit. Man versetzt das 
Filtrat mit 5 ccm n/10 Baryt, einigen Tropfen 10%iger Bariumchloridlôsung 
(pjj = 3,5) und engt im Vakuum auf 0,3 — 0,5 ccm ein. Der Rest wird mit 5 ccm 
absolutem Alkohol aufgenommen, filtriert und der Filterrückstand mit 3 Tropfen 
Wasser und 2 ccm absolutem Alkohol gowaschen. Das Filtrat engt man im Vakuum 
auf 1 — 2 ccm ein. Dabei entstehende Niederschlâge werden verworfen. Durch 
Zugabe von absolutem Alkohol wird der grôBte Teil des Wassers entfernt. Nach 
Entfemung der letzten Spuren Bariumchlorid erscheinen die Kristallc des Vitamins 


60) Kinnersley c. s., Biochemic. T. 27, 232 (1933). 

61) Janssen c. s.,Rec. Trav. chim. Pays-Bas et Belg. (Amsterd.) 52, 366 (1933). 

62) Seidell c. s., tf. amer. chem. Assoc. 55, 3380 (1933). 
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aus einer 98%igen warmen alkoholischen Losung iimerhalb 1 Stiinde. Es ist nicht 
immer leicht, eine scharfe Grenze zwischen Entfemimg des Bariumchlorids imd Be- 
girm der Kristallisation zu treffen. Ausbeute an krist. Substanz 15 — 20 mg. Wirk- 
samkeit etwa 2,3 y. Die Substanz wird aus wenig Wasser boi = 3 (Salzsâure) 
umkrist allisiert . 

Für den Tierversuch bewahrt man die Lôsungen in der Kàlte auf, am besten 
in absolutem Alkohol nach Zusatz von 0,1 % konzentrierter Salzsâure oder in 
n/1000 Salzsâure unter Zugabe von 20 Vol.-% Alkohol. 


X. Eigenschaften des Yitamins Bi 

Tabelle 74 

Wirksamkeit des reinen [ 

Vitamins ' 1,4 — 3,3 y als Taubentag(îsdosis 

Loslichkeit i Loslich in Wasser, verdünnten Sâuren, Alkohol; 

I unhislich in Àther, Chloroform 

Temperaturbestândigk(dt . Bei 120” zerstort. Nach 5stündigem Autoklavieren 

wirkungslos, in saurer Losung stabiler, in alka> 
lischor Losung sehr schnell zerstort. Bei Anweson- 
heit von Wasser leichter zerstort als in trocknen 
Substanz(m 

Oxydationsempfindlichkeit | Unempfindlich; HgOg, Ozon und Pcirmanganat zor- 


storen nicht 

Lufttrocknung i Zerstort nicht 

Fâllbarkeit ' Fâllbar durch : Sillx'rnitrat in alkalischer Losung, 


j el)enso durch Sublimât; fâllbar durch Phosphor- 

1 wolframsâure, Phosphormolybdânsâme, Kalium- 

wismutjodid, wâOrigor Pikrolonsâure und Gold- 
chloridchlorwassorstoffsâure in alkoholischer Lo- 
sung, durch letztc^re nur teilweiso. Ihnnes Vitamin 
durch Pikrinsâure nicht fâllbar. — Nicht fâllbar 
durch bas. Bleiacetat, Silbernitrat odt^r Merkuri- 
sulfat in saimu* Losung 

Adsorbierbarkeit Adsorbiert durch Fullererd(.\ Kohle, Kaolin, kol- 

loidal. Aluminiumhydroxyd und Eisenhydroxyd, 
kolloidal. Arsentrisulfid, Silicagel. Adsorption 
abhângig vom pjj 

Alkaliempfindlichkeit . . . Alkali zerstort schon bei Zimmerternperatur 

Dialysierbarkeit Dialysiert durch Membranen, die für Methyh^nblau 

durchgângig sind 

Besondere Eigonschaft(‘n . i Durch Benzoylchlorid und Soda in der Kâlte nicht 

verânderjb, aber von Verunreinigungen befreit 

Salze Goldsalz unbestândig, salzsaures Salz Schmelzpunkt 

245 U. Z., Pikrolonat in 2 Modifikationen 


Tabelle 75. Zusammenstellung der Wirksamkeit verschiedener 
Vitamin Bj-Pràparate im Taubentest (nach Windaus) 

B. C. P. Jansen, H. W. Kinnersley, K. A. P(;ters 

und V. Reader 7 — 9 y 

B. C. Guha 12 -24 '/ 

H. W. Kinnersley imd R. A. Peters 12 

R. R. Williams, R. E. Watermann und S. Gurin 40 y 

S. Ohdake 20 — 50 y 

Windaus c. s 1,4 — 3,3 y 
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Das Vitamin B2 i), 2), 3 ) 

I. Die komplexe Natur des Yitamins 

Die Notwendigkeit, neben dem antineuritischen Vitamin einen zweiten 
Faktor annehmen zu müssen, ergab sich aus den Untersuchungen von Seidel 1, 
Salmon c. s., Hauge c. s., Scotti-Foglieni und namentlich Goldberger. 
Sie konnten nachweisen, daB in Hefe und anderen Nahrungsmitteln neben dem 
antineuritischen Vitamin, das leicht adsorbierbar und hitzelabil ist, eine zweite 
auBerordentlich hitzestabile Substanz vorhanden*^ war. Dieses Vitamin, das 
Goldberger mit der Enstehung der Pellagra in Zusammenhang brachte, 
wurde bis vor kurzem Vitamin Bg oder G genannt. Heute wissen wir, daB dieser 
Faktor nicht einheitlich ist, sondern einen Komplex aus drei verschiedencn 
selbstàndigen Vitaminen darstellt. Der Bg-Komplex besteht aus: 

1. Wachstumsfaktor, dem eigentlichen Vitamin B 2 (von Kuhn, Gy- 
ôrgy c. s. isoliert und als Flavin identifiziert). 

2. Antidermatitisfaktor oder Antipellagravitamin, das von G y or g y 
neuerdings die Bezeichnung B^^ erhàlt. 

3. Antianàmischem Faktor oder Anti-Sprue-Vitamin ( ? ), nach Cas tic: 
extrinsic factor. 

Im folgenden werden die einzelnen Vitamine unter diesen Bezeichnungen 
abgehandelt, 

II. Die Erscheinungen des Vitamin Ba-Mangels 

Eine reine Avitaminose B 2 ist beim Menschen unbekannt. Audi die 
Erscheinungen des Bg-Mangels beim Tier sind meist auf das Fehlen des ge- 
samten Bg-Komplexes zurückzuführen. Das einzig sichere, auf Bg-Mangel 
beruhende Sjonptom ist der Wachstumsstillstand, der bei Batten, Mâusen und 
Kücken nach Verfütterung eincs B 2 -freien Futters in einigen Wochen eintritt 
und spezifisch durch Flavinzugabe verhütet oder geheilt werden kann. Die 
auf Bg-freien Kostmischungen manchmal zur Beobachtung kommenden Haut- 
verànderungen und Blutanomalien bemhen auf Mangel an B^ (oder extrinsic 
factor) und sind dementsprechend auch durch das Vitamin Bg nicht zu be- 
einflussen. 

Wachstumsstillstand neben Pellagraerscheinungen tritt bei Kücken auf, 
wenn sie mit der oben beschriebenen beriberierzeugenden Diât, die 6 Tage 
lang trocken erhitzt wurde (95 — 100®), ernàhrt werden. Die Tiere nehmeii von 
Anfang an nur wenig an Gewicht zu. Pellagra entwickelt sich in 6 Wochen (s. 
Antipellagravitamin). Die Zugabe von 6% autoklavierter Hefe oder 8 % Mager- 
milchpulver oder 4% Leberextrakt zur Kost ermôglicht normales Wachstum. 

Ob die Entstehung von Katarakt, die neuerdings bei Batten und Mâusen auf 
B 2 freien Kostformen beschrieben wird, mit dem Flavinmangel zusammenhângt 
oder mit dem Fehlen eines anderen Bestandteiles des Bg-Komplexes, ist nicht 
zu beantworten 3 a). 


1) Sherman c. s., Vitamins 1931. 

2) Browning, Vitamins. London 1931. 

3) Stepp, Pellagra. 

3a) Day c. s., J. Nutrit. 97 (1934). 
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111* Die biologischen Methoden zur Auswertung 
des Yitamins B 2 

A. Versuchstîere imd deren Haltung 

Als Versuchstiere dienen 20 — 30 Tage alto Ratten im Gewicht von 45 — 50 g 
oder auch solche mit einem Gewicht von etwa 35 g. Sie entstammen am besten 
einer Zucht, die mit ^/g Weizen imd ^/g Vollmilchpulver unter Zusatz von 
5 g Fleisch pro Tag und Tier ernàhrt wnrde. Die Versuchstiere werden in 
Einzelkàfigeri gehalten und mit einer Bg-freien Kostmischung und Wasser 
ad lib. gefüttert. Kuhn, Gyorgy und Mitarbeiter nehmen 4 — 6 Wochen alto, 
25 — 35 g schwere Tiere, die auf der Grunddiàt schon nadi 1 — 3 Wochen Ge- 
wichtsstillstand zeigen. 

Bei den Versuchstieren ist eine p(‘llagraàhnliche Hauterkrankung selten. 
Wenn Verànderungen erscheinen, sind sie gewôhnlich nicht sehr ausgepragt 
und bestehen in Rotiing und Schuppung der Pfoten, besonders an dt^n distalen 
Enden, schuppigem Schwanz und rnàBigem Haarausfall auf déni Rücken. Meist 
sind es Erscheinungen, die für die klassische Pellagra nicht typisch sind, sondern 
die wahrscheinlich auf den dauernden Flavinmangel zuriickgeführt werden 
müssen. In gewissem Siime ist also auch das Bg Hautfaktor (Gy orgy). 
Dagegen sind die für Bg spezifischen Symptôme auf manchon Kostformen 
überhaiipt nicht zii sehen. Sie entstehen nur, wenn in der Diat das Vitamin Bg 
in genügenden Mengen vorhanden ist bei gleichzeitigem Mangel an Vitamin B^.. 


B. Vitamin B 2 -freie Kostmischungen 

Bei der Herstellung einer flavinfreien Kost sind vc^rschiedene Punkt(; zu 
berücksichtigen, die für das Gelingen eines Versuchs ausschlaggebend sind. 

1. Die benutzten Kostbestandteile sind nicht ohne weiteres brauchbar, 
da sie, wie z. B. Casein, mandimal erhebliche Vitamin Bg-Mengen enthalten 
konnen. Casein muB vor der Verwendung gereinigt werden. Am besten ist die 
DarsteUung des Caseins ans Magermilch durch Fàllung mit Essigsaure und 
Umfàllen aus Natronlauge. Das Casein muB darauf mit Essigsaure gewaschen 
werden (mindestens 1 Woche, Msung tâglich erneuern). Das getrocknete 
Casein wird mit Alkohol erschopfend extrahiert. Auch die langdauernde 
Extraktion mit Essigsaure und eine nachfolgende Behandlung mit 60%igem 
angesauertem Alkohol, mit einer Erhitzung des trockenen Praparats in flachen 
Schalen an der Luft (3 Tage auf 120^) ist geeignet. Nach Sherman- S pohn 
verrührt man 200 g Casein mit 1 Liter 60 Gew.-%igem Alkohol J 2 Stunde, 
làBt 5^2 Stunden stehen, saugt ab und wàscht mit 500 ccm desselben 
Alkohols nach. Das Casein wird darauf nochmals mit 1 Liter 60%igem 
Alkohol 3 2 Stunde lang behandelt und 18 Stunden aufbewahrt. Man wàscht 
mit 500 ccm 60%igem Alkohol, dann mit 500 ccm 90%igem Alkohol und 
trocknet an der Luft. 

2. Eine Bg-freie Kost muB aile anderen für die Ratte nôtigen Vitamine, 
wie A, D und namentlich die B-Vitamine enthalten. Die Vitamine A und D 
werden mit Lebertran ziigeführt. Die Verfütterung einer genügenden Menge Bj 
kann auf verschiedene Weise erfolgen: 
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a) Durch In j ektion eines B j^-Konzentrats z . B . nach Kinnersley, wobei man 
pro Tag und Tier eine ctwa 0,6 g Hefe entsprechende Menge verabreicht. 

b) Durch Verfütterung eines Bj-Extrakts, wie Tikitiki. 

c) Durch Verfütterung eines Vitamin Bj-Fullererdeadsorbats 4) . 

d) Durch Impràgnierung der Stàrke mit einem B^-haltigen Weizen- 
extrakt 5) . 

e) Durch Zugabe von 30% Weizen zur Kostmischiing, wodurch der Bg- 
Gehalt nur unwesentlich erhôht wird 6) . 

Samtliche Methoden der Darreichung des Vitamins B^ sind gleichwertig. 
Am bequemsten ist fraglos die Impràgnierung der Stàrke mit dem Bj^-Extrakt 
aus Weizen. Der Extrakt wird wie folgt hergestellt: 

800 g Weizen werden frisch gemahlen, mit 1,5 Liter 80%igem Alkohol 
1^ 2 Stunde bei Zimmertemperatur geschüttelt und filtriert. Der Rückstand 
wird in derselben Weise mit I Liter Alkohol nachbehandelt und 1 Stunde 
geschüttelt. Der Weizen wird abfiltriert und mit 300 ccm Alkohol gewaschen. 
Nach Vereinigung der alkoholischen Extrakte engt man im Vakuum auf ein 
Viertel ein und giefit die Losung auf 300 g Stàrke, die man danach an der Luft 
trocknet. Dicse impràgnierte Stàrke wird dann der Kostmischung zugegeben. 
Bei der Herstellung des Extrakts ist zu berücksichtigen, daB Weizen etwa 10% 
Wasser enthàlt, das bei der Verdünnung des Alkohols mitgercchnct wird. Die 
Destillationstemperatur mu B etwa 28 — 32^ betragen. Die Stàrke ist in der 
Kostmischung in einer solchen Menge enthalten, daB 1 kg Futter den Extrakt 
aus 500 g Weizen enthàlt. 

Neben dem Weizenextrakt kann aucli ein Beisextrakt Verwendung finden. 
Man stellt ihn lier, indem man I kg Reisschalen mit 3 Liter kochendem Wasser 
unter Zugabe von 6 ccm konzentrierter Salzsàure 6 Minuten lang cxtrahiert. 
Die Schalen werden abfiltriert, das Filtrat mit 100 ccm einer gesàttigten Losung 
von neutralem Bleiacetat gefàllt und 12 Stunden kühl aufbewahrt. Das Filtrat 
wird mit Schwefelwasserstoff zerlegt und im Vakuum eingeengt. 

3. Neben der Vitarnin B^-Zufuhr ist besonders auf die genügende Zufuhr 
dos Vitamins B4 zu achten 7). Kostmischungen, in denen das Vitamin fehlt, sind 
für die Auswertung des B g ungeeignet, da bei WachstumsstiUstand auf Bg- 
Zulage überhaupt keine Reaktion erfolgt. Für Wachstum sind aile Vitamiîie 
Bg, B4 und B4 erforderlich. Das Wachstum wird dabei von dem in der kleinsten 
Konzentration vorliegenden Vitamin begrenzt. Laktoflavin ist auch in hohen 
Dosen auf einer B4-freien Grundkost nnwirksam. Das Vitamin B4 kann zu- 
geführt werden mit Hofekochsàften, aus denen man durch Adsorption in 
saurer Losung die Fl aviné entfernt hat, die für si ch allein vollkommen un- 
wirksam sind. Man kann die Kochsâfte ersetzen durch B4-Losungen, die 
man nach Kinnersley, O’ Brien, Peters und Reader aus Hefe darstellt 
(es ist dabei zweckmàBig, abweichend von der Vorschrift nicht mit lieiBer 
Barytlôsung zu arbciten, sondern mit kalter (Wagner- J auregg). Man 
benôtigt für die B4-Zulage eine Extraktmenge, die 5 — 15 g frischer Bàckerhcfe 

4) Salmon- Guerrant-Hays, J. of biol. Chem. 80, 91 (1928). 

5) Bourquin, Diss. Columbia University 1929. — Slierman- 8and('ls, J. 
Nutrit. 3, 395 (1931); Proe. Soc. exper. Biol. a. Med. 26, 536 (1929). 

6) Munsell, Homo Econom. 1930; J Nutrit. 4, 203 (1931). 

7) Gyôrgy c. s., Z. physiol. Chem. 223, 236 (1934). 
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entspricht. Das Vitamin B 4 kann weiter mit Malzextrakten zugeführt werden, 
die allerdings reichlich Bg-haltig sind. Das Vitamin Bg wird daraiis dnrch 
Adsorption an Frankonit KL in saurer Ldsung entfernt. 


Die einzelnen Kostformen für die Batte 
Nr. 1 Sherman-Bourquin 8 ). 

Die gebràuchlichste Kostform für den Vitamin B 2 -Versueh ist lieute dit* 

Modif ikation der Sherman-Spohn - Dàt von Sherman nnd B on r (| u i n . Die 

Kost besteht ans : . . . , , ww 

Casein, geremigt 

Stàrke 68 

Butterfett 9 % 

Salzmischung 4 ‘J;, 

Lebertran 1 % 

Die Starke wird mit dem Bonrqiün-Weiztmextrakt (Vitamin Bj) derart im* 
prâgniert, da 6 100 fr der Misciump: den Extrakt ans 50 g Wt'izt'ti ontlialteii. Die* 
Kost ist nicht a])solut Bo-frei. 


Weitere Kostformen für den B^-Versneh 15), 16), 17, 18) 


Nr. 

A ut or 

Starke 

(.^asein 

Fett 

Salz- 

gtanis(4i 

Fran 

2 

C h ic k c. s. 9) . 

60 H 

20 

1 5 Ba 

5 

0,05—0,1 g 






p.d. 

3 

H mit e. s. 10) 

41 

25 W 

18 

10 Ba 

4 

2 

4 

G U e r r a n 1 11) 

69,3 

18 

5 B 

3,7 

9 

5 

Mc Coshl2) . 

76 D 

18 


4 

5 Tr. T/T 

8 

K van s 13). . 

72,2 Z 

24 


3,8 

3 ^rr. 471^ 

7 

(In h a 14) . . 

75 ; 

21 


4 

2Tr.T/T 

8 

Leadt'rlO) . 

49 R 

23 

15 P j 

5 

2Tr.T/T 


17Z 





9 

Akroyd 20) . 

1,5 R 
65Mehli 

13,5 

15Ba 

5 


10 

Block21) . . 

48,9 Z 

22 

0,1 (\'stin 

! 

24,9 Ba 
0,lLi- 
nolsaïui* 1 

4 



ZeichenerkUirimg: R. Rtdsstarke, W Weizt'iisehrot, D D(‘xtrin, Z 
Ziicker, Ba - geiiartet('S Baiimwollsamt'nôl ~ Crisco, P • Palmkernol, B - ^ Bntit'r. 


8) Bour({uin- Sherman, J. amer, chern. Sue. 53, 3501 (1031). 

9) Chiek-Boscoe, Bioohtanic. J. 22, 790 (1928); 24, 105 (1930). 

10) Hnnt c. s., J. of biol. Cht'iri. 1928. 

11) Guerraiit e. s., J. of biol. Ghem. 89, 199 (1930). 

12) MeCosh c. s., J. of Vûol. Ghem. 90, 1 (1931). 

13) Evans c. s., J, of biol. Ghem. 77, 231 (1928). 

14) Guha c. s., Indian. J. med. Kes. 21, 211 (1933). 

15) Smith, J. of biol. Ghtmi. 100, 225 (1933). 

16) Munsell, J. Nutrit. 4, 203 (1931). 

17) Williams c. s., J. of biol. Ghem. 83, 321 (1929). 

18) Naravanan e. s., Biochemio. J. 24, 19 (1930). 

19) Leader, Bioclamiic. J. 24, 1172 (1930). 

20) Akroyd, Bioehemic. J. 24, 1479 (1930). — Akroyd-Roscoe, Biochernic. 
J. 23, 483, (1929). 

21) Block-Farqnhar , J. of l)iol. Ghem. 103, 645 (1933). 
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Bemerkungon zu vorstehender Tabelle: Zu N r. 2: Die' Kostmischung 
wird 3 Stiinden auf 100® e'rhitzt . Die B^-Zugabe crfolgt wie oben. Die Diat ist unte^r 
d('r B('zeichmmg P2L bekannt. Z\i N r. 3: Der Weizen wird ganz gt'achrotet iind 
mit den andereii Beatandteih'ii gemischt. Die Weizc'nzugabe soll die Bi-Ziifiihr 
sicherstellen. Zii Nr. 4: wird als Fullererdeadsorbat veralm'ieht. Zu Nr. 5: 

AiiBerdern erhalten die Tiere pro die 2 Tropfeii We'izeiikeirnol. Zu N r. 6: Die Diât 
wird durch Bj-Zulage erganzt. Zugabe von tagîich 0,7 g Hc'fe ermôglielit normales 
Waehstum. Zu N r. 7: Die Ratten erhalten pro die einen B^-Extrakt, der 2,5 g 
Reisschalen entspricht. Zu Nr. 9; Die Diàt ist für die Prüfung solcher Substanzen 
wichtig, die nur se'hr wenig B g enthaltt'u. Man kann sie in grôBeren Mengen ver- 
abreichen und darf dabei vor allem nicht die Relation d('r Kost an Eiweil3, Fett 
und Kohlenhydraten ve'ràndern. Das Verhâltnis betriigt l.)ei der Kost P2L Ff'tt : 
Eiwei/3 : Kohlenhydrat — 15: 20: 60. Bei der Prüfung von white flour z. B., das 
10% EiweiB und 90 Kohlenhydrate enthâlt, ergibt sioh di(' obem ange'gebene 
Kostmischung. Z u N r. 10 : Die Kost ist eine be'sonders hoch gereinigte. Die Vitamine 
werden einzc'ln v('rfüttert. VitaminE wird ausdemUnverseifbarendi's Weizenkeimôls 
gewonneii und in Dosen von 35 ing pro die verabreicht. A und D wc'rdeui als Ihiver- 
seifbares des Lebertrans in Dosen von 20 mg j)ro die vc'rfüttert. Bj^ wird aus einem 
Hefeextrakt adsorT)iert, eluiert und in Dosen von 10 mg pro die g(^g('b('n. Das 
Fasein wird einer besondert'ii R('inigung unterworfen. P]s wird ans Magermileli 
durch verdiuinte Salzsaurc' gefallt, in Natronlaugc^ gelost und umgefallt. Darauf 
wird mit Alkoliol extrahiert, getrocknet und 2 Tage bei 90® erhitzt. 


C. Die einzelnen Methoden 

1. Der kurative Wachstumstest 

Der kurative Wachstumstest beruht auf der Erscheinung, daB Bg-frei 
ernahrte junge Ratten nach kurzer Zeit das Waehstum einstellcn. Zufuhr des 
Vitamins Bg (Flavin) führt spezifiseh zu erneuter Gcwicditszunabme. 

Vor per iode: Wâhrend der Vorperiode werden die Tiere entweder wurf- 
weiso oder einzeln in Kâfigen gehalten, die eine Koprophagie aussehlieBen. Bei 
der P]inzelhaltung werden sie in gl(ûehwertig(? Gruy^pen geteilt (hinsiehtlieli 
Abstammung, Gewicht, Geschlecht iisw.), bei (jruy)y)enhaltung erfolgt die Auf- 
teilung erst am Ende der Vorperiode. Die Ratten werden wahrend des Versuehs 
zweiinal wôchentlich gewogen. Sie erhalten ('ine B 2 -freie Kost und Wasser ad lib. 
Nach etwa 10 — 18 Tagen tritt Gewichtsstillstand ('in. Dann beginnt man mit 
der Zufütterung der zu prüfenden Substanz. Smith (1. c. 15) fangt damit am 
10. Versuchstage an. Guerrant- Salmon (1. c. 4) nehmen eine Vorperiode vcm 
2Wochen. Sherman und Bour(|uin (1. c. 12) beginnen mit der Auswertung, 
wenn die Tiere nicht mehr an Gewicht zunehmen oder schon abnehmen. Chick 
und Roscoe (I. c. 8) füttern erst eine Vitamin Bj^-freie Kost und setzen die 
Ratten dann nach 7 — 10 Tagen in Einzelkàfige, wo sie eine Zulage von Bj^ 
erhalten. Die Vorpericxle daimrt 3 — 4 Wochen. Salmon- Gu errant -H ay s 
(1. c. 4) geben als B Quelle ein Fullererdcîadsorbat. B o cher wertet (îrst nach 
Swôchentlicher Versuchsdauer aus. Es ist im allgemf'inen besser, die Vorperiode 
zu beschranken und den Versiich zu beginnen, wenn die Tiere bei rnehreren 
aufeinanderfolgenden Wagungen keine Gewichtszimahme zeigen. 

Versuchsperiode: Die Versuchsperiode nimmt ihren Anfang mit de'r 
Zufütterung der zu prüfenden Substanz. Für jede Dosis sind 4 — 6 Tiere an- 
zusetzen. Gruppeneinteilung wie üblich. Die Substanzen sind den Tieren ge- 
trennt von der Nahrung zu verabreichen. Für jede auszuwertende Substanz 



inuB ein KontroUversuch, der eine Ziilage eiiies bekannten Staiidardpràparatos 
erhàlt, und ein negativer KontroUversuch mitlaiifen. 

Die Lange der Versuchsperiode variiert bei den einzelnen Metiioden stark, 
was bei einem Vergleich der Auswertungen zu berücksiclitigen ist. 

Auswertung; Man kann die im Gewichtstest gefimdenen Werte auf die 
Wirkung eines Standards beziehen oder nacli absolutein Maüstab verglei(.*hen. 
Dann wird als B2-Einheit eine tàglich verabreichte Meiige festgelogt, die im- 
stande ist, in einer bestimmten Zeit einen gewissen Gewichtsanstieg hervor- 
zurufen. 

Nach Chick-Koscoo (1. e. 8) ist die Einheit tliejenige Meiig(‘, dic^ taglieli via*- 
abreicht, in 2 — 4 Wochon einen wôelientlichen Gewiehtsanstieg von 10 — 12 g vei - 
ursacht. Sie benutzen eine Ratte fiir im‘lirere Versuehe nnd c'rnaliren das Ti(‘r 
nach der erst('n Answ(a‘tnng wi(‘d(M- init dcn- Grundkost, Ixâ (h‘wiehtsst illstand 
folgt die Auswertung des zweiten Pra})arates. Akroyd-Koseot‘ (1. c. 20) verwcahai 
das Gewicht der 1. Versucliswoelie, da die Ti(‘r(‘ nur unregelrnaliig zunelinu'ii und 



Abb.77. Crundkost: Slierinan-Bour- 
(juin-Diât ! B^. (Hefekochsaffc dureh 
riillorerdc; von B 2 befreit, entsprechend 
4 g frischer Backereihefe pro Tag. Nacli 
41/2 Wochen 3 y Laktoflavin pro Tag. 

(Nach Gyorgy c. s.) 



Ahl). 78. Ma]z(‘xtrakt mit Erankonit 
gereinigt als B,j- Qu(‘ll(‘. Pro Tag 2 ccm 
entsprecliend 0,5 g Loflunds Malz- 
extrakt. Nacli 2 Woclaai 10 y Lakto- 
flavin. (Nach (lyôrgy). 


werten die G(‘wichtsziinahine dt‘r folgcaiden 4 Woelaai. Dabei gilt als Eiidieit di<“- 
jenige Dosis, die in 4 Wochen einen Gewichtsanstic'g von wochentlich 11 — 14 g 
hervorziibringen imstande ist. Guerrant- Salrnon (1. e. 4) nehinen (dno Versuclis- 
dauer von 8 Wochen und als Einheit eine Gewichtszunahine von wôchdntlich 
12 — ^15 g. Sherman - Bourquin (l. c. 12) definiertm die Einheit als diejenigj* 
Menge, die imstande ist, in 2 — 4 Wocluai eimai Gewichtsanstieg von 10 g (10 g in 
30 Tagcn) hervorzul)ringen. Gu ha und Mitarbeiter (1. c. 14) rechnen mit eiiaa- Ver- 
suchsdauer von 2 — 3 Wochen und einer Gewichtszunahme von 10 g als Einheit. 
Bourquin setzt die Versuchsdauer auf 4 — 5 Wochen fest, wobei die 1. Versuchs- 
woche verworfen wird. Als Einheit gilt eine Gewichtszunahme von 3 g pro Woche. 
Alleman fand nach d(îr 5. Versuchswoclie keine regelrnafiige Gewichtszunahme. 
Deshalb ist eine Versuchsdauer von 4 — 5 Wochen vorzuziehen. Auch Booh(*r 
empfiehlt den 4- Wochen versuch. Nach Smith (1. c. 15) soll sogar ein 10-Tage- 
versuch genügen. Halliday 22) setzt das Gewicht der 2. — 5. Woche in Rechnung 
imd vorwirft die 1. Woche. 

Chick und Roscoe (1. c. 8) hatten frülier als Einheit diejenige Substanzmenge 
verzeichnet, die wâhrend eines 8-wôchentlichen Versuchs eine Gewichtszunahme 
von 50 — 60 g hervorrief. Bomerkt sei noch, daB die neue Chick -Roscoe -Einheit 
etwa 3mal grofîer ist als eine Bourquin -Einheit. 


22) Halliday, J. of biol. Chem. 99, 164 (1932). 
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Der kurative Wachstumstest wird neuerdings namentlich von Gyôrgy 
und Mitarbeitern bevorzugt. Als Einheit gilt allgemein eine Gewichts- 
zunahme von 40 g im 30-Tageversuch. Wir benutzen namentlich die 
Diât nach Bourquin, auf der die Vorperiode schon nach 1 — 3 Wochen 
beendet ist. 

Selbstverstàndlich ist man nicht auf die Berechnung der absoluten Werte 
angewiesen, sondem kann den Wert eines Pràparats auch grammàBig aus- 
drücken, z. B. Stoffe vergleichen, die zugefüttert dieselben Gewichtszunahmen 
hervorrufen. Weiter ist es empfehlenswert, wenn die Grunddiàt nicht absolut 
Bg-frei ist, die Gewichtszunahmen relativ gegen die Kontrollen zu werten. 



Abb. 79. Tâgliche Gewichtszunahme nach Behandlung mit steigendon Hefe- 
mengen. (Nach Smith.) 


Beispiele nach Gyôrgy und Mitarbeitern gehen aus den Kurven auf 
Seite 205 hervor: 

Beispiel nach Smith (1. c. 15) (Abb. 79): 

Je 3 Ratten werden 20 Tage lang mit einer der angegebenen Bg-freieii Diiiten 
gefüttert. Dann erhalten die einen tàglich 300 mg, die anderen 600 mg Hefe. Nach 
10 Tagen zeigt die erste Gruppe eine Gewichtszunahme von 1,3 g pro Tag, die 
zweite 2,4 g pro Tag. Die Abb. 79 zeigt die Zunahme der auf der Basaldiat lebenden 
Tiere nach Zulage verschiedener M(^ngen autoklavierter Hefe pro Tag. Durch Auf- 
stellung einer ahnlichen Kurve mit einem Hefepràparat kann man immer die Ver- 
suche auf die Wirksamkeit der Hefe beziehen. 

Auswertungsbeispiele gehen aus den TabeUen 76, 77 und 78 hervor. 

Neuerdings beschrieben Block und Farquhar (1. c. 21) auch die Anwendung 
dieser Méthode bei Benutzung einer hoehgereinigten Diât zur Bestimmung des 
Vitamins B 2 in Leber und Leberextrakten. 
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Tabelle 76. Average weekly growth incréments of rats on: A, a mixed 
diet; B, purified diets, déficient in vitamin Bg, and with this 
vitamin supplied by autoclaved yeast; C, synthetic diets in 
which vitamin Bg is supplied by varions percentages of cereal 


products and peas 

(Vitamin supplied in B and O by daily doses of Peters’s antiiK'uritie eoiuH'ntratc’! 

from yeast) 


Material tested 

No. of rats 
i obseîvcH 

Avcnijzt' wt'rkly 
inrreaso in body- 
\V(;iKbt l'or elioscn 


1 

4 wocks (j».) 

A. Mixed diet. Dried or fresh wint(T rnilk, whit(' or 

16 

14 

>)r()wnbre:ad, cabbages or carrots. Witli 
Quaker t)ats, wheat bran, sluH'p’s lungs 

stock l’ats 

16;$ 12 

and cods’ heads onc(" or twice a week 

from 5th — 
9th w{‘(‘k of 



lif(. 


B. Négative Controls. Diet PgL 

15 

2 

Positive Controls. Dit‘t P 2 B + autoclaved y('ast (0,4 g. 
daily) 

C. Wheat. Whohi ground wlu^at. 

5 

12,5 

Sarnple A, Manitol)a, 30 

2 

5,5 

50% 

10 

16 

Sample B, Englisb, ^^ 0 % 

4 

12 

Wheat gerrn. Samplt^ A, 7,5 'V) 

4 

2,5 

15% 

6 

9 

30% 

6 

16 

Wh(‘at bran. Sarnple A. 15% 

4 

S 

30 % 

4 

13,5 

Wheat “tails” (fine pollard). 



8ample A, 15% 

4 

7,5 

30% 

4 

15 

Flour. Top patent. Sainpb* A, 65% 

7 

5 

Household. Sampb‘. A, 65% 

4 

5 

Maizt‘. Whol(î ground maize. 



Sainple A, white, Africaii, 30% 

4 

8,5 

50% 

6 

11 

îSamphî B, yellow, 8. American, 50% 

« 

8 

Maize germ. mc‘al. Saraphî B, 15% 

4 

2 

30% 

3 

7 

60% 

6 

13 

Endosperm. Maize “grits.” 



Sarnple B, 65% 

6 

5 

“Polenta”, Italian, 65% 

4 

4 

P(îas. Driixl ground “Clipper” peas, 30% 

2 

9,5 

45% 

5 

16 

2. Der prophylaktische Waehstumstest 


Der prophylaktische Test wird in derselberi Weise 

gehandhabt 

wie der (‘ben 

Ix'schriebene kurative. 



Ratten desselben Alters imd Gewichts werden in E 

inzelktifige gcîsetzt und er- 

halten eine der Diaten und Wasser ad libitum. Wir verwenden die 

Bourquin- 

Shermansche Kost. Die Tiere erhalten gleichzeitig verschiedene Dosen de;r zu 
xmter.such(mden 8ubstanz getrennt zugefüttert. Dabei nimrnt man fur jede zu jjrü- 

fende Dosis mindestens 6 Tiere. Eine zweite Gruppe gleichwertiger Tie 

re crhalt eine 

bekannte Standardlôsung des Vitamins, eine weitere Gruppe bleibt 

unbehandelt. 
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Tabelle 77. Vitamin Bg content of vegetables and yeast as demon- 
strated by the weight increase of rats during 5 weeks on a diet 
(P2L. YE) complété except for vitamin Bg, together with a daily 
dose of the vegetable to be tested 


Material tested 

Dry weight 
g. daily 

No. of 
rats 

Growth in 
j 5 weeks 
Averages g. 

Yeast 



0,1 

4 

50 




0,2 

1 

75 




0,25 

2 

85 




0,4 

2 

110 



;10% 

- 1,0*) 

4 

110 

Watercrt'ss 



0,2 

3 

53 




0,3 

3 

57 




0,4 

5 

56 

Lc'ttuce 


1 

0,2 

2 

44 




0,3 

5 

46 




0,6 

4 . 

57 

Cabbage, etiolated leaves 



0,2 

2 

34 




0,3 

3 

35 




0,4 

4 

36 




0,8 

4 

65 

Cabbage, dark green leav(‘S 



0,2 

2 

41 



1 

0,4 

i 5 

58 



iio% 

0,9*) 

' 2 

85 

Spinach 



0,2 

i ^ 

1 41 




0,4 

! 5 

1 54 



i 

0,6 

‘ 4 

67 



1 

1 

0,8 

4 

83 

Onion 


1 

i 

0,8 

! 2 

21 



125% 

- 1,6*) 

i 4 

53 


Dio Tiere werden woehentlich 2 mal gewogen nnd die Oewichtskurven re- 
gistriert. Die Kontroll tiere nehmcn nur in der ersten Zeit rf'gclmâBig zu. Nach 
etwa 2 — 3 Wochen, oft auch sehon früher, wird das Gewicht stationàr, die Tiere 
bleiben abor am Leben. 

Wir brauchen eine Versuchsperiode von 4 — 5 Wochen und dosieren so, daB 
die Gewicht szunalime pro Wocho etwa 12 g betragt. 

Eine Einheit ist diejenige Menge, die in 4 — 5 Wochen einen Gewichtsanstieg 
iim 50 bzw. 60 g vernrsacht. Wir haben mit der Méthode giite Ergebnisse erzielt. 


IV. Chemische Methoden der Flayinbestimmung22a), 23), 24) 
1. Die Lumiflavüunethode 

Kochsâfte oder alkoholisch-wàBrige Extrakte der fein zerkleinerten Pro- 
dukte werden entweder direkt oder nach vorhergehender Adsorption und 
Elution (s. unten) in alkalischer Lôsimg unter Kühlung mit dem Licht einer 

*) The foodstuffs were in these cases given as a percentage of the diet. 

22a) Kuhn c. s., Ber. dtsch. chem. Ges. 67, 1454 (1934). 

23) Wagner- Jauregg, Angew. Chem. 47, 318 (1934). 

24) Warburg-Christian, Biochem. Z. 266, 377 (1933). 
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Tabelle 78. Titration of vitamin Bg by increase of body weight in 
young rats, which bave ceased to grow an “ — Bg” diet, i.e. diet L, 
devoid of B vitamins, to which vitamin B^ is addcd as Kinncrsley 
and Peter’s concentrate from ycast 


Material 

tested 

Daily dose 
expressed 
as the 
équivalent 
of dry 
yeast 
p. 

Rat 

No. 

Body 
weiglit 
wlien 
dose was 
started 

K. 

Weekly 

growtii 

inerenientR 

while 

reeeivinK 

ilose 

R. 

Mean 
for rats 
receivitiK 
a «iv<*ii 
dose 

Time previously 
maintaiiK'd on 
“—B.,” diet 

Weeks 

Fraction 5 1, extract 

1,2 

142 

116 

36, 32 


14 

of Yeast V in 0,01% 

1,2 

140 

101 

24, 12 

1 26 

14 

acetic acid evapo- 

0,9 

243 

45 

26, 22 

24 

3 

rated to small bulk 







Fraction 5 II, pre- 

0,5 

254 

41 

21 

) 

2 

pared as 5 I, from 

0,5 

255 

41 

22 

21 

2 

Y('ast V and VII 

0,5 

256 

43 

19 

1 

2 


0,25 

254 

71 

14, 1 1 

1 

i2 1 2 on abov(‘ t(\st-|- 2 


0,25 

255 

65 

14, 12 


(i('priv(Hl until weight 


0,25 

256 

66 

1 

8, 11 

) 

'was again constant 

Fraction 5 III, pre- 

1 1,0 

251 

45 

24, 28 

26 

' 15 4- 1 rc'ceiving th(‘ 

pared as 5 1, from 



i 



equivalcait of 0,5 g. 

Y(‘ast VIII 

1 





yrnist with no rf‘spons(‘ 


0,5 : 

251 j 

43 

2 

-- 

15 


0,5 

268 

52 

20, 15,5 

18 

6 


0,25 

272 

53 i 

10,5, 13,5 

j 

7 


0,25 

279 

38 i 

16, 17 

1 

4 


0,25 

280 

39 ! 

11,11 

) 1 1 

2 


0,25 

273 : 

56 ! 

11,9,5,9,5 

) 

2 f 2 r(‘C('iving tin* 







(‘(pii valent of 0,12 g. 







y(‘ast 


0,12 

273 

46 

7,3 


2 


0,12 

290 

37 

9, 12,3 

1 ^ 

2 

Dried Yeast 

0,4 




23 1 

Se(‘Chick andHosco(î 


0,2 i 

-- 

- ^ 


11 1 

[1927], Tal)l(^ III 


starken elektrischen Glühbirne bcstrahlt. Daboi gehcn die Flavioo in die eben- 
falLs grüngelb gefàrbten Lumiflavine ü})er, die sich nach d(nn Ansauern d(^r 
Losung mit Chloroform ausschütteln lassen. Die Bestimmung erfolgt irn Stufen- 
photometer. Die Werte konnen bei geringem Flavingehalt um etwa r)()% zu 
riiedrig ausfallen. Die Fragt^, ob es Derivattî der Flavine gibt, die hvi Belichtung 
nicht chloroformloslich werden, ist nicht entschieden. 

Die mit Chloroform gereinigten Losungen, die ii/2 an NaOH waren, werdc'n 
in flachen 8chalen (Photographierschalen) mit einer 60()-Watt-Lamp(î ans 20 bis 
30 cm Abstand Ixüichtet. Die Temperatur darf 20® nicht übf‘rst(‘igen. Di(^ Kidilung 
erfolgt diirch Ventilatoren und diircli WasH(‘r (Classchlangcn). Nach zwi istiindigor 
Behandlung wird mit Essigsaun; angcsàuert imd rnindesteiiK 3 mal mit Cliloroform 
ausgeschüttelt. Das Chloroform wird über Natriumsulfat g(^trocknf‘t, auf ein b(;- 
stimmtes Volumen eingeengt und die Farbstoffkonzentration irn Pulfrichschen 
Stiifenphotometer mit dem Filter S 47 b(\stimmt. Fur die Herechnung ist o 4,30 
zu setzen (0,100 rng Lumilaktoflavin in 1 ccm Chloroform). Die Cmrechnung von 
Lumilaktoflavin erfolgt durch Multiplikation mit 1,5. 

B O m 3 k O V , Vitaminforsdhung 14 
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Zur Reinigung ist Adsorption an Fullererde und Elution mit Pyridin- 
gemischen vorteilhaft. Die Méthode ist fûr Malzextrakte, Hefeextrakte nsw. 
nicht anwendbar, weil eine groBe Menge brauner Farbstoffe mit in die Elutionen 
geht. In solchen Fàllen werden die mit Schwefelsaure angesàuerten Kochsàfte 
mit n/1 Kaliumpermanganatlôsung bei 15 — 20® behandelt, bis keine wesent- 
liche Aufhellung mehr eintritt. Nach dem Neutralisieren mit n/2 NaOH wird 
durch Zentrifugieren gekiàrt und direkt in alkalischer Lôsung belichtet. 

Die Fehlergrenze der Lumiflavinmethode ist für Mengen iinter 0,1 mg Lumi- 
flavin erheblich, weil durch die einzuhaltenden Bedingungem ein Teil des Flavius 
zerstôrt wird. Die wahren Werte diirfton, weim weniger als 0,1 mg Lumiflavin 
zur Besthnmung gelangten, um etwa 200 — 300% hôher liegen. Die Abweichungeii 
betragen bei grôBeren Mengen nur etwa 20%. 

2. Die Fluoreszénzmethode 22 b) 

Der Flavingehalt wird durch direkte Fluoreszenzmessung wàBriger Ace ton- 
extrakte, aus denen durch Entmischen mit Petrolàther die lipoidloslichen 
Stoffe entfernt wurden, bestimmt. Fluoreszierende Begleitsubstanzen konnen 
zu hohe Werte vortâuschen. Der Lumiflavintest ist spezifischer. Die mit 
der Fluoreszenzmethode ermittelten Werte stimmen immerhin mit denen des 
Tierversuchs und der Lumiflavinmethode überein. 

3. Die Bestimmimg des freien und gebundenen Flavins (1. c. 22 a) 

Die Trennung erfolgt durch Dialyse in Cellophanschlauchen etwa 17 Stun- 
den bei 0® gegen destilliertes Wasser. WàBriger Auszug von Spinatblàttern 
(Spinatblàtter in flüssiger Luft gefroren und sofort fein zerstoBen, mit kaltem 
Wasser extrahiert) enthàlt insgesamt aus 300 g Blàttern 87,0 y Laktoflavin, 
davon sind etwa 40,5 dialysierbar. Die Flavinbestimmung erfolgt in Innen- 
und AuBenflüssigkeit nach Adsorption an Fullererde und Elution nach der 
Lumiflavinmethode. Nach Aufkochen des wàBrigen Auszugs dialysiert fast 
die gesamte Flavinmenge. 

In Kuhmilch sind etwa 90% des vorhandenen Flavins dialysierbar. 


y. Flavingehalt verschiedener Substanzen 

Nach den chemischen Methoden wurden für verschiedene Substanzcn fol- 
gende Werte ermittelt: 


Tabelle 79. (Nach Warburg-Christian (1. c. 24)) 


Flavin pro kg 
ïrockeiisubsta n z 
mg 


Essigbakterien (Bac. Pasteurianum) . . . 
Bierhefe (SchulthciB-Patzenhofer) . . . . 

Bâckerhefe 

Milchsàurebakterien (Bac. Delbrückii) . . 
Buttersàurebakterien (Clostridium butyr.) 


15 

30 

36 

116 

136 


22b) V. Euler c. s., Z. physiol. Chem. 223, 105 (1934). 
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Tabelle 80. (Nach Kuhn c. s. (Le. 22a)) 


I Laktoflavin 

J, ^ .. 

1 Liter Apfelsinensaft, sterilisiert .... ! 0,089 

1 Liter Apfelsinensaft, sterilisiert .... j 0,069 

1 kg Bananen, geschâlt i 0,075 

1 kg Aprikosen, getrocknet i 0,57 

1 kg Hagebutten, frisch ; 0,069 

1 kg Tomatenmark (Boschi-Figli) .... | 0,71 

1 kg Karotten, frisch i 0,20 

1 kg Spinat, getrocknet I 5,70 

1 kg Spinat, frisch 0,57 

1 kg Heiimehl (Luzerne) 7,17 

1 kg Cras, frisch 1,42 

1 kg Kartoff(‘ln 0,075 

1 kg Weizenkleie 0,33 

1 kg Malzextrakt Loflund 2,10 

1 kg Malzextrakt Loflund 1,60 

1 Liter helles Hier, 8paten, München . . 0,29 

l Liter Traubensaft, sterilisiert 0,060 

1 Liter WeiOwein, Pfalzer 0,081 

1 Lite^r WeiI3wein 0,125 

1 kg Tannenhonig, Beutscher iTukc'rbund 

1933 1,060 

I Liter Vollmilch, Kuh 1,00 

1 Liter Molke, Kuhmilch, sau(‘r .... 0,45 

1 kg Hefe, trocken, Loweiibrau .... 18,00 

1 kg Vitox (Marmite) > 33,00 

1 kg H(‘feextrakt Cenovis 43,2 

1 kg Eieralbumin, trocken 14,1 

1 kg Kiiiderlel)er, frisch I 15,9 

1 kg Rattenleber, frisch i 15,6 

1 kg Dorschleber, frisch i 0,53 

1 Lit(a' Menschenharn 0,075 


Tabelle 81. (Nach Euler und Adler 25)) 


Untersucht(‘s 

Material 

Gesamt- 
flavingehalt 
in y pro g 
Frise hgew. 

ITnt(‘rsucht(*s Material 

Gesamt- 
flavingehalt 
in y pro g 
Frischgew. 

Leber .... 

. . (Rind) 

1 10—20 

Auge 

(Rind) 


Niere .... 

. . (Rind) 

1 10—20 

Netzhaut . 


1—5 

Nebenniere 

. . (Rind) 

5—10 

Pigm f *n t ( ;pi th el 


0,5— 1,0 

Corpus luteum 

. . (Rind) 

i 5—10 

Auge 

(Schaf ) 


Gehirn . . . 

. . (Rind) 

1 1—5 

Netzhaut . . 


1—5 

Ovarium . . 

. . (Rind) 


Auge . . (Kaninchen) 

; 0,025—0,5 

Stroma . . 


1—5 

Auge 

(Huhn) 

1—5 

Follikelwand 


; 0,025—0,5 

Auge; 

(Fische) 

10—20 

Follikelsaft . 


0,025 

Blut 

(Rind) 


Milz 

(Rind) 

1 0,5— 1,0 

Vollblut . . . 


0,025 

Lxmge .... 

. (Rind) 

0,5— 1,0 

Sérum . . . 


^ 0,025 

Hypophyse . . 

(Rind) 

i 

Roux-Sarkom . 

(Huhn) 

1 0,5— 1,0 

Vordorlappen 


1 0,5— 1,0 

J e n s e n - Sarkom 

(Ratte) 

0,026-0,5 

Hinterlappen 


1 0,025—0,5 




Plazenta . . . 

(Mensch) 

0,5— 1,0 





25) Euler c. s., Z. physiol. Chem. 233, 108 (1934). 


14 * 
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VI. Vorkommeii des Vitamins B2 

Aufier den Angaben am SchluB dieses Kapitels, die sich aber auf das Vor- 
kommen des Vitamin Bg-Komplexes beziehen, seien hier noch einige weitere Daten 
aus den Arbeiten von Gyôrgy und Mitarbeiter hervorgehoben (vgl. auch 25 a)) : 


Tabelle 82 


Tier 

Organ 

Tagesdosis 
(g Frischgewicht) 

Gewichtszunahme 
in 30 Tagen in g 

Rind 

Herzmuskel 

0,5 

41 

99 

,, 

1,0 

68 

99 

,, 

0,5 

58 

,, 

Skelettmuskel 

1,0 

23 

,, 

,, 

1,5 

30 


99 

2,0 

38 

Kalb 

Herzmuskel 

0,5 

i 34 


,, 

0,5 

; 39 

i 

,, 

1 1,0 

68 

>> 1 

Skelettmuskel 

1 1,0 

35 

i 

,, 

r 1,5 

42 

” 1 

,, 

j 2,0 

51 

Huhn 

Beinmuskel 

1,5 

59 


Brustmuskel 

1,5 

28 


Leberprefisaft aus 10 g Frischleber . 27 — 29 g in 29 Tagen 

Campolon, 0,5 ccm 69 g in 30 Tagen 

Hefekochsaft, aus 2 g Frischhofe . . 40 g in 28 Tagen 

Lebor, Niere, 0,2 — 0,4 g frisch ... 40 g in 30 Tagen 

Preûhefe, 0,5 — 1,0 g 40 g in 30 Tagen 

Zur Umrechnung des Flavingehaltes in Wachstumswirkung sei angegeben, daB 
die tàgliche Zufuhr von 8 — 10 y Laktoflavin in 30 Tagen eine Gewichtszunahme 
von 40 g herbeiführt. Mit 5 — 7 y erzielt man bereits gutes Wachstum. Zu beachten 
ist dabei, dafi die Sherman -B ourqu in- Kost, die zur Auswertung in Anwendung 
kam, nicht absolut Bg-frei ist. Namentlich der Weizenschrotextrakt (mthalt stets 
Vitamin B g. 

VII. Der Vitamin B2-Bedarf 

Der Vitamin Bg-Bedarf ist vràhrend der Laktation besonders groB. An 
Versuchstieren benôtigen Kücken das Vitamin, wàhrend Tauben ohne Bg- 
Zufuhr leben konnen. Der optimale Bg-Bedarf ist viel hôher als sich mit den 
bisherigen Methoden am Tier bestimmen làBt (Sherman -Ellis 26)). Der 
Bedarf des Menschen wird auf etwa 150 Ratteneinheiten pro die geschàtzt. 


VIII. Die chemische Natur des Vitamins B2 26 a) 

Das ,,Wachstum8vitamin“ Bg wurde 1933 von P. Gyôrgy, R. Kuhn und 
Wagner- Jauregg 27) in reiner Form isoliert und als Flavin identifiziert. 
Die Flavine sind Vertreter einer in der Natur weitverbreiteten Farbstoffklasse 

25a) Block c. s., J. of biol. Chem. 103, 643 (1933). 

26) Sherman-Ellis, J. of biol. Chem. 104, 91 (1934). 

26a) Kuhn c. s.. Ber. dtsch. chem. Ges. 67, 1220, 1409, 1452, 1460 (1934). — 
Stern c. s.. Ber. dtsch. chem. Ges. 67, 1352, 1442 (1934). 

27) Gyôrgy-Kuhn-Wagner- Jauregg, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 317, 676, 
1034, 1577 (1933); Naturwiss. 21, 560 (1933); Klin. Wschr. 12, 1241 (1933); Z. 
physiol. Chem. 223 (1934). 
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der Lyochrome (Ellinger-Koschara 28)). Man bezeichnet die Einzel- 
vertreter als Flavine mit der ihrem Vorkommen entsprechenden Vorsilbe mit 
Lactoflavin, Ovoflavin, Hepaflavin usw. Bereits 1932 waren Banga-Szent» 
Gyôrgyi 29) auf dieselbe Farbstoffgruppe gestoBen, als sie ein Atmungs- 
koferment aus Schweineherzkochsaft herstellten, dessen Farbkomponente sie 
Cytoflav nannten. Warburg und Christian 30) isoliertenim selben Jahr aus 
Hefe ein gelbes Oxydationsferment, dessen Farbkomponente mit dem Bg-wirk- 
samen Flavin identisch ist. Wir haben also die bemerkenswerte Erscheinung, daB 
ein Vitamin, wenn es an einen kolloidalen Trâger gebunden vorliegt, als Ferment 
fungiert. Die Flavine kommen also in der Natur teils in freier dialysierbarer Form 
(Kuhmilch), teils an hochmolekulare Trâger gebunden .vor (Spinat, Rinderleber, 
Hefe). Die Farbkomponente (Flavin) kann durch Kochen oder Behandlung mit 
Methanol oder Aceton abgespalten werden. Die Flavine sind stickstoffhaltige 
wasserlôsliche Farbstoffe, deren Losungen intensiv grün fluoreszieren. Auf Zusatz 
von Alkalien und Mineralsàuren verschwindet die Fluoreszenz. Bei lângerer Be- 
lichtung oder bei UV.-Bestrahlung werden die Flavine in irreversibler Weise 
zerstôrt. Bei Belichtung in alkalischer Lôsung entsteht ein Farbstoff, der sich 
nach dem Ansàuern der Lôsung mit Chloroform ausschütteln lâBt (Lumiflavin). 

Die bisher erkannten chemischen Urnwandlungen der Flavine stellt fol- 
gende Tabelle dar 31), 32): 


Red.-Mittel 

Lactoflavin -< Leuko-lactof lavin 

Ci,H 2 oN,Oe Sauerstoff 


I 

i 


Belichtung 
i. alkal. Lsg. 






urig 




'“*«1 










^ Deutcro-leuko-lactoflavin 
* Sauerstoff 

y 

Deutero-lactoflavin 


Lumi-lactoflavin 

I NaOH in der Hitze 31) 
Oxocarbonsâure + Hamstoff 

CigHigNgOg; Schmp. 215® CO(NH 2)2 
I Thermischer Abbau 
Sublimât ^ 

C 11 H 12 N 2 O; Schmp. 175®+C02. 


28) Ellingcr c. a., Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 315, 808, 1411 (1933). 

29) Banga c. s., Biochem. Z. 246, 203 (1932). 

30) Warburgc. s., Biochem. Z. 254, 438 (1932); 276, 492 (1933); 266, 377 ( 1933). 

31) Kuhn C.S., Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 1950(1933); 67, 888(1934). Letzte 
Arbeiten 67, 1220, 1409, 1452, 1460, 1826, 1932, 1941 (1934). 

32) Wagner- Jauregg, Angew. Chem. 47, 318 (1934). 
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Der Übergang von Lactoflavin in Lumilactoflavin ist wie folgt zu formn- 
lieren : 



^CHg • OH 


/NH\ 

HO- 

HC 


— C 

CO 


1 

C9H3N3 

II 

1 

HO- 

HC 


— C 

NH 


\cH(OH)/^ 


^CO 

/ 


Lactoflavin 


Belichtung 

> 

i. alkal. Lsg. 


C9HJ0N, 


^/NH\ 

C CO 

Il I 

c NH 


Lumi -lactoflavin 


Die Synthèse des Lumilactoflavins wurde neuerdings von Kuhn c. s. 
und Stern c. s. 33) durchgeführt. Das Lumilactoflavin entsteht durch Kon- 
densation von l,2-Dimethyl-4-Methylamino-5-Amino-Benzol mit Alloxan. Das 
Lumilactoflavin ist demnach 6-7-9-Trimethyl-iso-Alloxazin. 


CH, 


H3C- 

H3C- 


.NH • CH, HO, . 


N 


^NH, 


CO 


H3C, 


N N 


HoC 



NH 


3^ N CO 

Lnmi -Lactoflavin 


IX. Die Trennung der Vitamine Bi und B2 

Eine Trennung der Vitamine Bj und Bg kann entweder durch Adsorptions- , 
Fàllungs- oder Extraktionsmethoden erreicht werden, wie durch Autoklavieren. 
l^etztere Behandlung zerstôrt allerdings das Vitamin B^. 

Zur Darstellung einer B^-freien Hefe autoklaviert man sie ara besten bei 
120® etwa 6 Stunden lang. Die Behandlung zerstôrt das Vitamin B^ und schwâcht 
die Bg-Wirksamkeit um 50%. 

Smith 33 a) führt eine teilweise Trennung durch Extraktion her bei. Trockne 
Hefe wird mit 70 — 76%igem Alkohol mit oder ohne Zusatz von 1 % Salzsàure 
extrahiert. Das Vitamin B^ geht nahezu quantitativ in Lôsung, wâhrend das 
Vitamin B g sich im Heferückstand findet. 

Adsorptionsverfahren wurden von Levene, Salmon u. a. beschrieben. 
Levene 34) schüttelt eine Rohlôsung der Vitamine aus Hefe 7 mal mit Silicagel 
bei pH == 3. Das Filtrat enthàlt das gesamte Vitamin Bg. Es wird mit LiOH 
neutralisiert, eingeengt und mit Aceton gefàllt. Der Niederschlag ist wirksam 
in Mengen von 15 mg pro die. Zur weiteren Reinigung werden 3 g dieses Nieder- 

33) Holiday-Stern, Ber. dtsch. chem. Ges. 67, 1362, 1442 (1934). 

33a) Smith, J. of biol. Chem. 100, 225 (1933). 

34) Levene, J. of biol. Chem. 79, 465 (1928); Science 71, 668 (1930). 
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schlags in 10 ccm Wasser gelôst iind die Lôsung in dtinnem Strahl in Alkohol 
(5%ig an 70%iger HJ) eingetragen. Der Niederschlag wird gewaschen, bis 
Jod aus dem Waschwasser verschwindet. Er ist Bg-wirksam in Dosen von 
5 — 10 mg pro die. Eine weitere Anreicherung kann erzielt werden durch Fàllung 
der wàBrigen Lôsung mit einer 1 %igen Salzsàurelôsung in Alkohol. Der dann 
entstehende Niederschlag wirkt bereits in Mengen von 0,7 mg pro die. 

Das Verfahren von Love ne wurde neuerdings von Diehl nnd Kühnau8r>) 
zur Anreicherung des Vitamins B 2 angewandt. Sie ging(>n folgendermaÛen vor: 
,,4,8 kg feuchte, würzehaltige Bierhefe wurden auf groOen Nutschen trocken gesaugt , 
mit Wasser verrührt, wieder abgesaugt, in 9,6 Liter 0,1 %ige Plssigsaun^ eingetragen, 
miter starkom Rührcm ziim Siedc'ii gebraclit und 5 Minutt'ii irn Kochon gobai tt'n 
(Chick, Roscoo). Nach de'm Abkühlen wurde filtriert und das blaBgelbe Filtrat 
mit dem doppelten Volumen Aceton versetzt, wobei (*in grobflockiger, gut absitzendor 
Niederschlag ausfiel. Nach 24stündigem Stehen im Eisachrank wurde dekantiert, 
der Niederschlag scharf abgesaugt, in 6 Litta* Wasser gelôst, die Lôsung mit 1200 g 
Kieselsâuregel (Acid, silicic. gelatinos. Merck) versetzt, mit n/10-H2SO4 auf pjj 3 
gebracht und 1 Stunde mechaniscdi g('i‘iihrt. Dann wurde auf mc'hrertm groBen 
Filtem abfiltriert, das Filtrat mit Lithiumhydroxyd neutralisiert, im Vakuum bc'i 
50 — 60® eingeengt, bis das (lesamt volumen 3()() ccm betrug. Dit^se Lôsung wurd(‘ 
durch Zusatz der doppelten Menge Aceton ausgefàllt, d('r Nied('racblag in 20 ccm 
Wasser gelôst und in ein(> Mischung von 100 ccm 96%igem Alkohol und 1 ccm 
70%iger Jodwaaserstoffsaure eingegossen. Die nunmcdir ('iitstehendc^ Fallung wird 
mit absolutem Alkohol g('waschen und im Vakuum getroekiK'it. Alh' Manipulationeu 
wurden unter môglichstem AusschluB von Licht vorgenomnaai (vgl. dazu Kuhn, 
Gyôrgy und Wagner- J auregg). Es wurden so schlieülich 624 mg eines 11(41- 
grauen Pulvers (U'halten. 10 mg d(^s gereinigtcai V'itaminpraparates (‘ntspreclu'ii 
nach Levene in bezug auf die B 2 ‘(Wachstums-)Wirkung (‘twa .5 g lV('üh(‘f(*.'‘ 

Salmon- Guerrant und Hays3G) adaorbieren das Vitamin Bj aus Hefe- 
extrakt an Fiillererde bei p^ = 3. Das Vitamin B 2 findet sich irn Filtrat. Das 
Filtrat der Fullererde wird im Vakuum eingeengt und mit Alkohol bis 51 % 
versetzt. Der entstehende Niederschlag wird 2 mal mit 51 %igern AJkoliol 
gewaschen und die Filtrate im Vakuum konzentriert. D(‘r Extrakt wird auf 
Stàrke getrocknet (auf 0,32 g Stàrke ïCxtrakt aus 1 g Hefe). 

Fàllungsverfahren zur Trennung der beiden Vitamine werden von Gu(‘r- 
rant- Dut cher, 1. c. 9) angewandt. Ein wàBriger Hefeextrakt wird eingeengt 
und mit Alkohol bis zur Konzentration von 50% versetzt. Der Niederschlag 
wird verworfen und das Filtrat mit Alkohol auf eine Konzentration von 80 
gebracht. Man filtriert den entstehenden Niederschlag ab und trocknet ihn. 
Zur vollstândigen Zerstôrung des Vitamins Bj^ wird er in Autoklaven 
0 Stunden erhitzt. Der feingepul verte Niederschlag wird mit Kornstàrke 
oder Dextrin in einem solchen Verhàltnis gemischt, dab 0,3 g etwa 1 g 
Hefe entsprechen. 

Rosedale 37) geht bei der Dar.stellung eines Bj-fn*ien Bg-Extrakts von 
Reisschalen aus und extrahiert sie mit 1 %iger Essigsàure. Die Lôsung wird im 
Vakuum eingeengt, daB 1 ccm 1 g Reisschalen entspricht. Man fàllt bei neutraler 
Reaktion mit Bleiacetat und zerlegt den Bg-haltigen Niederschlag mit Schwefel- 
wasserstoff. Das Filtrat wird entweder als solches benutzt oder auf Stàrke 
getrocknet. 

35) Difîhl c. s., Dtsch. Arch. klin. Med. 176, 140 (1933). 

36) Salmon c. s., J. of biol. Chem. 80, 91 (1928). 

37) Rosedale, Biochemic. J. 21, 1266 (1927). 
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Chick-Boscoe 88) wenden dieselbe Méthode auf Hefeextrakte an und f allen 
in neutraler oder schwach alkalischer Lôsung. Ein Hefeextrakt wird mit konzen- 
trierter Salzsànre bei = 1,6 1 Stunde lang auf 100® erhitzt imd die Lôsung 
dann mit Natronlauge bis pg = 7,5 versetzt. Man fàllt mit Bleiacetat (10%ige 
Lôsung), wâscht den Niederschlag imd zerlegt ihn bei Pg — 3 mit Schwefelwasser- 
stoff. Die Lôsung wird schliefilich neutralisiert und soweit eingeengt, daÛ 1 ccm 
1 g Hefe entspricht. 

Sàmtliche Bg-Extrakte finden Verwendung bei der Battenwachstums- 
methode auf Vitamin Bj. 

X. Darstellung des Vitamins nach Gy orgy und Mitarbeiter 

Darstellung eines Leberkochsafts: Frische Rinderleber wird fein 
zerkleinert und durch eine Fleischhackmaschine gedreht. 1500 g des er- 
haltenen Leberbreies werden in 2500 ccm destilliertes kochendes Wasser ein- 
getragen und das Kochen unter gutem Bühren 8 Minuten fortgesetzt. Es wird 
noch warm abgesaugt und der Rtickstand mit 500 ccm Wasser gewaschen. 
Der Extrakt verliert unter Toluol im Tageslicht nach einigen Monaten seine 
Wirksamkeit (daher braune Flaschen). Die Ausbeute betràgt bei Kochsâften 
aus Hefe, Niere, Leber und Herz etwa 50 — 80% der ursprünglichen Wirk- 
samkeit. Sie bleibt nicht selten auch darunter. 

Fâllungsverîahron 

Bleifallimg: Der Loberkochsaft wird mit gesâttigter Bleiacetatlôsung ver- 
setzt, bis keine weitere Fallung erfolgt (etwa 100 ccm). Man lâBt den Niederschlag 
absitzen und hesbert di(î Lôsung ab. Der Niederschlag wird einige Male mit warmem 
destilliertem Wasser gewaschen, bis das Waschwasser nur noch sehr schwach ge- 
fârbt ist. 

Zerlegung des Bleiniederschlags: Der Niederschlag wird in heiBem 
Wasser suspendiert und in geringem ÜberschuB mit 2 n Schwefelsâure versetzt 
(Kongo soll rein Blau werden). (Zur bes.ser 0 n Suspension schüttelt rnan den Nieder- 
schlag mit dem Wasser etwa ^ Stunde auf der Maschine.) Man zentrifugie^rt und 
schüttelt das Bleisulfat 1 — 2 mal mit etwas überschüssiger verdünnter Schwefelsâure, 
bis die abzentrifugierte, trübe Flüssigkeit nur noch schwach gefarbt ist. (Wenn 
Schaumbildung, einige Tropfen Octylalkohol zugeben.) Das Flüssigkeitsvolumen 
soll 600 — 800 ccm betragen. 

Fallung mit Phosphorwolframsàure: In einer kl ein en Probe der Lôsung 
ermittelt man gegen Kongo durch Titration mit Natronlauge den Gehalt an freier 
Sâure und fügt soviel 50%ige Schwefelsâure zu, daB die Lôsung 5 Vol.-%ig ist. 
Diese Lôsung fàllt man mit der eben ausreichenden Monge Phosphorwolframsàure 
(100 g Phosphorwolframsàure 500 ccm 5 Vol.-%iger Schwefelsâure). Das Vitamin 
bleibt in Lôsung. Aus dem Filtrat entfernt man die überschüssige Phosphorwolfram- 
sàure durch Ausschütteln mit Amylalkohol. (Der Amylalkohol kann immer wieder 
benutzt werden, wenn man die Phosphorwolframsàure daraus durch Schütteln mit 
Natronlauge entfernt.) Zur besseren Trennung der Schichten gibt man etwas 
Âther zu. Na,ch dem Ausschütteln wird d(îr in der wàBrigen Schicht gelôste Amyl- 
alkohol mit Âther und dieser mit Petrolàther ausgeschüttelt. (Aile Phosphorwolfram- 
sàure ist entfernt, wenn eine Probe der Lôsung beim Erhitzen mit dem gleichen 
Volumen konzentrierter Salzsàure und Zinkspânen farblos bleibt oder sich nur ganz 
schwach blau fàrbt.) 

Fâllung mit Silbcrnitrat: Man versetzt die Lôsung mit 25%igem Silber- 
nitrat, bis kein weiterer Niederschlag entsteht und verwirft ihn. Das Filtrat wird 


38) Chick-Boscoe, Biochemic. J. 23, 504 (1929). 
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mit 2 II NaOH neutralisiert, bis Kongopapier niclit mehr rein blaii sondern blan- 
violett ist. Dabei tritt gewôhnlich ein schwaclier Niedersclilag anf, den inan ab- 
sitzon làBt. Die klare Lcisung wii'd wtâter mit Natronlange bis ziim Nentralpiinkt 
(Lackmus) versetzt. Man fügt Silbernitrat zu, bis keine weitere Falhing (‘rfoigt. 
Die Losimg wird dabei wieder sauer, so daO man wiedc'i* dureh Zusatz von Natron- 
laiige neutralisiert und weiter Silbernitrat zugibt, bis die Falhing vollstandig wird. 
Die überstehende Lôsung soll farblos sein. Die Falhing wird Ix'i gediirnpfti'in Licbt 
ausgiîführt. Der Niedc'rschlag wird abzentrifugit'rt und mit wiaiig warmcan Wassia* 
gewaschen. 

Zerlegung d(;s Silberniedersehlags: Die Zerlegung gi'sehieht in di'rsidbi'ii 
Weise wi(î oben, mit dern Unterschied, dah man hitu* 2 n Salzsauri' verwc'iidet. Ein 
Überschul3 an HCl soll vermieden wc^rden. Di(' Losung muB aber auch noiîli naeli 
dem Schütteln Chlorionen enthalten. 

Alkoholf allung: Die salzsaure Lôsung wird mit Natronlange gi'iiaii laaitrali- 
siert und irn Vakuum auf 75 ccrn eingi^engt. Ein dalxâ ausfallender Nû'derselilag 
wird vcu'worfen. Die Lôsung wird mit dem 12,5faehen Voluimai absolutem Alkobol 
miter Rühren versetzt und d(‘r zahe Niedersehlag, der ziir Hauptsaehe ans Clykogen 
und Salzen besteht, abzentrifugii'rt. Man waseht mit wenig 9ô%igem Alkobol 
und engt das Filtrat im Vakuum auf (ûn kleines Voliirmai (un (40 — 60). Die (u- 
haltenen Lôsungen sind gell), mit stark griiruu* Fluon'szi'iiz. Die Auslxniti? an Vita- 
minwirksamkeit betriigt nur 3,3 — 10%. Ans 5 — 15 g Lebi'r (‘rhillt man eiiu^ Einlu'it. 
Wirksamkeit: 3 — 5 mg pro Einheit. 

Adsorptioiisverfahreii 

Zu 450 ccrn J.(eb(}r- oder Herzkochsaft gibt man 37 ccm konz(‘ntri(Tte Salzsiiure 
und entfernt (mien emtstcduaiden Ni(Ml(‘rschlag. Die Lôsung wird mit 2,5 kg FiilU'r- 
(‘rde 1 Stunde gcu'ührt. Man zentrifugi(‘rt und wiischt mit d(‘stilliert(‘m Wassiu*, bis 
das Filtrat chlorfrei ist. Die FulliTerde wird darauf mit (‘iner Misehung ans 120 ccrn 
destilliertct'm Wasser, 30 ccrn Methanol und 30 ccm l’yridin Y> Stunch^ geriihrt. Das 
Filtrat wird (Eluat) irn Vakuum eingecaigt (auf 60 c(*m 1x4 60‘* Ihidtiariperatur). 
Man versetzt die Lôsung mit demst'lben VoliinK'n Mc'thanol und (‘iigt auf 20 ccrn 
ein. Die Lôsung wird soweit verdünnt, daO 1 ccm 1 g Hiaz entspricht. Sic lait- 
halt dami etwa 0,8 mg Frockensubstanz pro Kuliikzentirneter. 

Auch ans d('m Leberextrakt Campolon karm das Vitamin gewoniK'n wcu/dim. 
Man behandelt das Campolon bei neutralm* Reaktion mit Fulhu’C'rdfi. Vgl. auch die 
Darst('llung der Flavine bei Eli inger-Koschara 39). 

Darstcllimg dues Bg-Konzcntrats nach Booher40) 

Ausgangsrnaterial der Darstellung ist Molkentrockenpulv(u% das etwa 14,3% 
Asche, 5,7 % N und 52,7 % l^aktose enthalt. Dic^ Wirksamkeit des Matcu’ials Ixdriigt 
20 Sherman- Bourciuin-E. pro Cramm. Das Trock('npulv(‘r wird witxlerholt mit 
Alkohol aiisgekocht und die gekiihlten Extrakte vorn Laktos(‘ni(‘d(‘rschlag b(‘fr(*it. 
Man (mgt im Vakuum auf 1 Liter ein (40 — 50‘M). DerRest wird im Exsikkator iiber 
Schwefelsâure zur Trockne gebracht. Ausbeute: Ans 500 g Molkentrock(^npulver 
38 — 43 g. Wirksamkeit 80 — 123 E. pro Cramm. — 42 g di(‘S(;s Materials W(îr<len 
3 mal mit je 300, 300 und 120 ccm ein(‘r Misehung von Chloroform-Âthylalkohol 
2 : 1 am RückfluBkühler in Stickstoffatmosphare gekocht. Die (‘rhalteiKm gellxai, 
grünfluoreszierenden Extrakte werdeii im Vakuum eingefaigt und di(^ letztim Flüs- 
sigkeitsreste im Exsikkator (‘ntfemt. Ausbeute: 9 — 10 g Substanz, Wirksamkeit 
125 E. pro Cramm. — Die; erhaltcuie Substanz wird mit wasserfn'iern Ather 17 Stun- 
den lang im Soxlethapparat extrahiert. Der R(‘st wiegt etwa 1,5 g und Ix'sitzt 
eine Wirksamkeit von 1000 E. pro Cramm. Dhi Substanz ist rotorang(; und s(îhr 
hygroskopisch . 


39) Ellinger c. s., Ber. dtsch. chem. Ces. 66, 1411 (1933). 

40) Booher, J. of biol. Chem. 102, 39 (1933). 


14 ' 
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XI. Die Darstellung des Laktoflavins 41) 

300 Liter Labmolke ans friselu'i* Kiihmilch werd(>ii mit 24,6 Litor konzentrierter 
Salzsaure versetzt und mit 2,4 kg Fulk^rt'rdt' 1,5 Stiindon goridirt. Man lâfit ab- 
sitzen, hebind die überstehondi' Flüssigkeit ab iind wilscht das Adsorbat Solange mit 
destilliertem Wasser, bis sich mit Silbernitrat kein Cblorion inehr nachweisen lâBt. 
Zur Elution wird 1,5 Stnnden mit einer Miscluing von 2,7 Liter Pyridin, 2,7 Liti'r 
Methanol und 10,S Liter destilliertem Wasser gi'rührt. Man zentrifugiert, engt 
die Elutionsflüssigkiât im Vakuum aiif ein kleines Volumen ein und bringt kolloidal 
gelôste Fullererde durch Zusatz des gleichen l)is doppelten Volumens Methanol zum 
Ausflocken. Dit' alizentrifugierti* Farlistofflosung wird im Vakiuim vom Methanol 
l)efreit und wiederholt mit Ather ausgc'seliüttelt, dann mit dem lOfaehen Volumi'ii 
Aeeton verset zt und über Nacht stehen gelassen. Nach dem Filtrieren wird im 
Vakuum auf 350 cem eingeengt und der Farbstoff erneut dureh %stündiges 
Schütteln mit 42 g Frankonit (KL) adsorViiert. Ans dian mehrfach gc'waschenen 
Adsorbat eluiert man das Laktoflavin mit 75 eem Pyridin -f 200 cem Midhanol + 
100 e(‘m Wasser. 

Die zweite Elution wird unter 15 mm auf 75 eem eingeengt, mit 2 cem Eisessig 
und 1000 cem Aeeton versetzt und naeh Abzentrifugieren des ausfallenden Niedia*- 
sehlags erneut im Vakuum, diesmal bis auf 8 ecrn (‘ingi'engt. Wahrend d('s Eiuengens 
treten irnmi'r wieder farblosc' Fallungen auf, v^on denen abzi'iitrifugiert werden muI3. 
Die klare konzentrierte Lôsung wird mit gesiittigter Pikrinsaim'losung versetzt, 
wodurc*h Kreatinin und andiu'e Begl(‘itstoffe ausgidiillt werden, wahnmd das Laeto- 
flavin in Losung bleibt. Die Enth'rnung iilH‘rsehüssig(‘r Pikrinsaure erfolgt dureh 
Extraktion im Dunkeln mit AthcT. hlngt man di<‘ ausgeatherti* Losung im Vakuum 
ein, so seheidet sich der Farbstoff kristallinisch ab. Z\ir Heinigung wird 3 mal ans 
koch(‘nder 2 n Essigsaurc' umkristallisiert. Die Ausbeute betriigt 6 rng. 


Die Darslellung des Ovoflavins 

G(‘troeknetes Ei(‘ralbuinin od(‘r gesehlagene Ei(‘r wc'rden mit Methylalkohol 
extrahiert. Der Extrakt wird wit^ obcai mit Fullererdi? Ix'haudelt und das Vitamin 
mit Wasser-Metlianol-Pyridin (‘luiert. Man erhalt durch Fallung mit Silber ein 
braunrotes 8ilb(‘rsalz, das mit Sehw^c'felwasserstoff ziuh'gt wird. Ans îCssigsaure um- 
kristallisi(‘rt, bildet di(‘ 8ubstanz orangefarl>ige Kristalle. 

Die Auslx'ute ans 10000 Fiern oder 30 kg getroeknett'in Eii'ralfiumin bedragt 
30 mg. 


XII. Eigenschaften des Vitamins B 2 (Flavîn) 

Tabclle 83 


Loslichkeit 


Farbe der Losung . . . . 


Sauren, Oxydationsrnittel, 
Brorn, salpetrige 8aure. . 

Reduktionsmittel 


Loslich in Wasser; Losung b('i Zimmert(‘m])(‘ratur, ge- 
silttigt bei 0,025%; wenig lôslieh in Alkohol; un- 
loslieh in Ather, Aeeton, Benzol, Chloroform usw. 

Neutrale wiiBrige Losung grüngi'lb, intimsiv gelb- 
griuK* Fluoreszenz; verschwindet dureh Alkalien 
und M i TieralsauiH * 11 . 

8ehr bestandig, Ac(;tylierung mit Essigsaun^anhydrid 
gi bt Te traaeetylderi va t . 

Dureh Natriurnhydrosulfit, Zinkstaub oder kata- 
lytisch erregten Wasserstoff leieht zur farblosen 
Hydroverbindung reduzii'rt. Le!ukoflavin(\ Bei 
8chütteln mit Luft zu Flavin rüokg(4)ildet 


41) Kuhn- Gyôrgy-Wagner- Jauregg, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 576(1933). 
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Bolichtving, UV.-Bestrahlung Unter starkom Ausbleichtai irreversibel zor.stcirt. Be- 

licbtnng in alkaliscîlu'r Lôsiing führt znm Lnini- 
flavin, (las nach Ansau(‘rn chloroformlôslich wird. 
In Farbe^ und SjM^ktrnm dem Flavin abnlich. 
Ci 3 Hi 2 N 402 . Boliehtimg im Hochvakviurn führt 
zurri D('ut(‘r()-louko-Laktoflavin. Daraus cMitsteht 
mit Sauerstoff Dcnitc'ro-Laktoflavin. 

Fallbarkcüt I Nicht g(‘fallt dnrch PhosphorwolfrarnsauiH', Silber- 

[ nitrat, Pikrinsaure oder Mr'rkurisiilfat in saurcr 
j I^osnng, gefallt dnrch Bl(Mac('tat, 8ill)('rnitrat in 
ncutrah'T* Lôsiing. 

Adsorption Gut adsorbiert an FiilIc'inT’dc; in 1 n miiK'ralsaurcr 

Losnng, Frarikonit (Pfirschingcr Mincralwcrkc, 
Kitzing(‘ii ain Main), Ijoi neiitralor Be'aktion. Ad- 
sorbierbar an Bh'isiilfid. Flnicat (lundi Pyridin- 
M(‘than(>l- Wasscr- G (‘inisclu^ . 

Alkalibestandigkeit .... Gcring. Bg-Kunzf'iitrat ans Rindcrherz in 0,25 n 

NaOH^ Tiach 24 Stundi'ii bci Zimnu'rtianpi'ratur 
z(‘rstoi’t. 

T(‘mp(‘T‘aturb('standigkcit . | Abliangig vain pu (l(‘r Lôsung. Dureh trockiau^ Fr- 

! hitzung Icichtcr zcrstôrt, als in Losnng. Vcrlnst 

i bci Erhitznng in alkalis(*h('r Jjüsnng ('i-h('l)lich. 

j In sanrc'T* Lüsnng sidir Ix'standig. 

Wirksamkcit Laktoflaviii (brannrote Nadcln vom Schnu'lzpnnkt 

I 267 Z.) li('f(‘rt Ix'i taglichcr Vcrabrcichnng von 1 
})is 10 y 1 Rattcneinhcit. (40 g Gi'wichtsznnahmo 
I in 30 Tagtai.) Warlinrgs Fi^rrruait wirkt lait- 

I spr('ch(‘n(l dcrn Flavingehalt. Ovoflavin ist wtmigcn’ 

I wirksarn. LnmiflaviiK' sind wirkniigslos. B(‘- 

I strahlnng cincr Flavinlosnng vc'rnichtf't die Wirk- 

I samk(‘it. 

i Lebcr nnd H(‘f(‘k()chsaft(‘ vinniogcn danerndes Waehs- 
I tnrn (ka* Rattcn niir l)is zu (dnem Gewicht von 

! (^twa 130 — 150 g zn nritialialtiai. Dann stollt sieh 

i (MiK' Aliflachnng di'r Gi'wichtskni'vc (dn, die aiadi 

! dnrch Vervielfachnng der Hi'hkoehsaftmcaigt; 

ni(dit zn vialiübai ist. Es liandelt sich hier viel- 
leicht nin das lAdiliai (dn(\s wass(‘rnnl(')slich(ai Vi- 
tamins, das Ixd der Hia'stellnng des Kochsafts im 
Rückstaiid bleibt. (Faktor R. ?) 


Das Vitamin Bô (Antipellagravitaniin)i) 

I. Die Avitaminose B5 

Die Beobachtungen von Leader- Sure und Smith sowie von Kik, die 
reine Pellagra ohne Wachstumsstillstand crzeugen konnten und Waehstums- 
stillstand ohne Pellagra sahen, lieBen schon früher eine kornplcxe Natur des 
Vitamins B g vermuten. Bewiesen wurde die Existenz eines spezifisehen, vom 
B 2 verschiedenen Pellagrafaktors erst neuerdings von Gybrgy. Es gelang 
ihm, an der Ratte dureh Verfütterung einer reichlich Bg-haltigcn Kost typische 
Pellagra zu erzeugen. Das Antipellagravitarain erhielt die Bezeichnung Bg. 

1) Gyôrgy, Nature (Lond.) 133, 498 (1934). 
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1. Die Pellagra 2) 

Die Pellagra, über deren Ziistandekommen früher die verschiedenstcn 
Ansichten herrsehten, ist in ihrer gewohnliehen Ersclieinungsform sicher 
keine reine Avitaminose. Sie ist wahrseheinlicli diirch den Mangel des 
gesamten Vitamin Bo-Komplexes und dnreh den Mangel gewisser Amino- 
sàiiren kompliziert. Die Symptôme der Pellagra lassen sich in vier Grup- 
pen teilen: 

1. Haiitverànderungen , die in einem symmetrisehen Erytliem bestehen, 
das besonders an d(‘n imbedeokten Stellen der Haut anftritt und scharf rot 
umrandet ist. Meist naeh vorausgegangener Blasenbildung tritt Abschuppung 
ein, Tinter Bildung einer braun-sehwarzen Pigmentation. Das Erytliem kann 
durch Sonnenbestrahlung ausgelost werden. 

2. Vcrànderungen am Verdauungstrakt, die besonders zu Beginn der 
Erkrankung auftreten und aile Erscheimmgsformen einer chroniscben 
Gastroenterokolitis aufwcûsen. Verànderungen an d(u* Leber sind ebenfalls zu 
beobaehten. 

3. Storungen der Psyché und des Zentralnervensystems, schwere Psy- 
chosen, Spasmen, Reflexstorungen, Neuritiden. 

4. Storungen der Blutbildung, besonders Entwieklung einer Anàmie vom 
Perniziosatyp. 

2. Die experimentelle Ratten pellagra 

Sâmtliche Erscheinungen der mensch lichen Pellagra finden sich bei der 
experimentellen wieder, soweit sie durch den Entzug des gesamten Bg-Kom- 
plexes erzeugt wurde. Dann finden wir neben dem Wachstumsstillstand als 
erstem Zeichen einer Schâdigung typische Hautverânderungen, abcr auch 
Verànderungen am Verdauungstrakt usw. Reine Pellagra ohne Komplika- 
kationen bat ncuerdings Gyorgy erzeugt. 

1. Hautverâncleruiigen : 

B 2 -(Komplex-)arm ernàhrte Tiere zeigen ein struppiges Haarkleid. Schwanz 
und Ohren sehen anàmisch ans. Nacài etwa b Wochen entwickelt sich eine 
symrnetrische Schwellung und Rotung d(*r Augenlider, der Ohren und auch der 
Vorder- und Hinteryifoten, meist anfangend an den Zehengliedern. Wenige 
Tage spàter ist die Rotung verschwunden. Die Haare fallen ans, wobei sich 
an den scharf umrissenen Stellen eine schujipendi; Dermatitis entwickelt. Die 
Haut wird schlieblich trocken und atrophisch. Konjunktivitis führt zu Ver- 
klebungen der Augen. Jucknûz veranlaCt die Tiere sich zu kratzen, wobei 
blutige Verletzungen auftret(*n. Der Augapfel ist aber, irn Gegensatz zur 
Xerophthalmie, unveràndert. Der Haarausfall führt zu nackten Ringcn um 
die Augen (Brillenbildung), bisweilen ist das ganze Gesicht haarlos, die Haut 
dünn und rot. 

Die Dermatitis erscheint gewohnlich zuerst an der Rückseite der Pfoten, 
am Rücken, an der Schulter und an den Schcnkeln. Bisweilen tritt auch bi- 
lateral symmetrisch Hyperàmie mit Haarausfall und Abschuppung der Epi- 
dermis ein (vSchulter, Rücken, Extremitàten), wic wir es bei der Handschuh- 
bildung der Pellagra finden. 

2) Stepp c. s., Die Pellagra in Klin. Fortbildg 1933. 
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Seitlich der Mundschleimhaut und der Nasenlôcher treten meist papillen- 
artige Wiicherungen auf, die zu Epidermisabschiippungen und Exudatbildung 
führen. Rôtung und Ulzeration der Mundschleimhaut sind hàufig, doch zeigt 
die Zunge meist keine Verânderungen. 

Mitunter sind bei nicht vollstàndigem Vitaminmangel der Kost die Haare 
an der Hautlinie abgebrochen, so daB die Tiere wie geschoren aussehen. Bei 
ganz schweren Eàllen konnte Verlust ein oder beider Ohren odcr der Zehen 



Abb. 80. Rattenpellagra. (Nach Schounert.) 


festgestellt werden. In solchen Eàllen waren die Verânderungen der Haut 
nicht mehr durch Zugabe des Vitamins zu beeinflussen. 

Die vorstehende Abb. 80 nach Schounert und 
Schieblich zeigt eino Pellagra-Ratte. (Die Original- 
abbildung ist farbig, doch sind die typischen Ver- 
ândernngen auch hier deutlich ersichtlich.) 

2. Verândeningon am Verdaiiimgstrakt: 

Verânderungen ain Verdauungstrakt kommen bei 
der experimentellen B 2 -(Koinplex-) Avitaminose hàufig 
vor. Diarrhôen und blutige Stühle werden beobachtet. 

Hàufig ist auch der Urin rotgefàrbt. Auch Erscluû- 
nimgen, wie sie Fujimaki für Vitamin A-Mangel 
beschreibt, kommen zur Beobachtung. 

3. Yerânderungcn am Nervensystem: 

Âhnliche Verânderungen am Nervensystem, wie 
bei der menschlichen Pellagra, treten auch bei der 
Ratte auf. Findlay beschreibt weiter Charakter- 
veràndorungen der Ratte ( Bissigwerden sonst zahmer 
Ratten) durch B 2 -(Komplex-)arme Ernàhrung. Solche 
Tiere zeigen oft erhôhte Erregbarkeit, die an Béribéri erimiert. Die patholo- 
gischen Verânderungen der experimentellen Pellagra haben besonders Findlay 
und Mitarbeiter studiert. 

4. Verânderungen der Blutbildung: 

Manche der B ^-(Komplex- )arm ernàhrten Ratten zeigen typische Verànderung der 
Blutbildung. Vor allem beobachtet man eine schwero Anàmie vom Porniziosatyp. 

Die expcrimcntelle Pellagra ist wie die menschliche komplexer Natur 
und ist in der Art, wie sie bisher erzeugt wurde (durch Verfütterung der unter 
Vitamin B2 angeführten Mangeldiàten) nicht nur eine Bg -Avitaminose. Sie 
beruht auf dem Fehlen des Wachstumsvitamins Bg und wahrscheinlich auch 
auf Fehlen des extrinsic faktors. Spezifisch auf Bg-Mangel beruhend 
ist nur die symmetrische Dermatitis. 



Abb. 81. Pellagra bei 
Kücken. 

(Nach K line c. s.) 


3. Experimentelle Pellagra bei anderen Tieren 3 a), 3 b) 

Bei Verfütterimg oiner B 2 -(komplox-)fr('ioTi Kost an jnnge Kiickc'n (Alter 1 Tag) 
(‘iitsteht nebon Wachstuinsstillstand (*ine Erkranknng, dio als pellagraahnlich be- 
zeiclinet wird. Es eritwickoln sicli an Sohnabel, Bi'iiK'ii, EiiBon (U‘rmatitisartigo 
Erscheimmgc'ii. Die Befitnlermig bleibt zurück, die Fed(‘rn sind ranh. Die Tiere 
riipfen sieh danernd. An den Mnndwinkeln trcdt'n krust(‘naitig(' Ablagernngen anf, 
die sieh weiter ansd('hnen (s. Abb. 81). Di(' Tiere g(‘h('n etwa 2 Woelien naeli Beginn 
der Erkranknng ein. 


II. Die Testmethoden auf Vîtamin 85 

A. Auswahl und Haltimg der Versuchstiere 

xA.uswahl und Haltimg d(‘r Versuchstiere erfolgt nach den un ter Vitamin 
angegebenen Regeln. 

B. Kostmischungen für den Testversuch 

Da nian bisher die Unterseheidung der Vitamine B^, B^ usw. nieht vor- 
nahm, arbeitet(‘ man stets mit denselben Kostmisehungcm, die man als B^-frei 
bezeiehncte (s. unter B.,). Man erreielite damit in den meisten Fallen eine reine 
B2-Avitaminose, also nur Wachstumsstillstand. Bei fortgesetzter Fütterimg 
trat allerdings in etwa der Hâlfte der Fàlle eine D(‘rmatitis hinzu. Zur Er- 
zeugung der reinen Bg-Avitaminose gibt Gyorgy eine Kost ans: 


(Jasein Glaxo . . 

• • 1S% 

Reisstàrke .... 

• • «s% 

Butterfett . . . . 

(i 0/ 

. . .7 

Leb(‘rtran . . . . 

1 ‘V 

’ • ^ /O 

Salzg(‘miseh . . . 

40/ 

• • ^ /O 


Die Mischung wird durch Vitamin B^ (hochgereinigtes Praparat von 
Win dans, das in 8 — 12 y 1 TaulH‘ntagesdosis enthalt) und durch taglich 
8 — 12 y Laktoflavin (B2) ergànzt. Um B4-Mangelsymptome auszusehalten, 
wird reichlich B^ gt^geben ( 4 — b Taubeneinheiten pro Tag). 

Audi auf der Sh(*rinan-Bour(juiii-Kost (s. Bg) ist es inoglic}!, typiselii'! 
P(‘llagTa lunvorzurufen, wiaiii si(î durdi Bj und durch Bg (Tganzt wird. Als Bg- 
Zugabe t'i-wies sieh nelien dern Flavin iii diesian Falle das Weif.k' d('s Hühnereis 
(taglich 3 — 5 ccni) als besondiu-s geeigiKd. Audi auf andi'iiai Bg-freii'ii Kost- 
rriisdiung(‘n liiBt sieh durdi Ergiuizung mit Bj und B 2 di(; typisdie Bg- Avitaminose 
erzeugen. 

Nach Kellog und Eddy 3 c) beruht die Enkstehung der Pellagra ebensosehr 
auf der Überdosierung des Vitamins Bj, wie auf der Anwesenheit zu kleinor 
Bg-Dosen. Das Vitamin Bj soll der im Mais schon früher vermutete toxischo 
Stoff sein. Aile pellagraerzeugenden Kostformen (Mais, Zerealien) sind sehr 
Bj-reich aber Bg-arm. 

3a) Norris-Ringrose, Science 71, 6643 (1930). 

3b) Kline c. s., J. of biol. Chem. 99, 295 (1932/33). 

3c) Kellog c. s., Science (N. Y.) 1933, 609, 
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C. Die einzelnen Testmethoden 

Früher benutzte man ala Test auf das Vitamin Bg (Komplex) neben dem 
Wachstumstest ôfter die Dermatitisheihmg als Kriterium der Wirkung. Man 
nahm dabei an, daB es aich bei der Answertung iim ein und dasselbe Vitamin 
handle, zumal stets eine auffallende Parallelitàt zwischen Wachstums- 
wirkiing und Dermatitis heilender Wirkung verschiedener Substanzen ge- 
funden wurde. Heute wird man natürlich bei der Auswertung des Vitamins 
von der reinen Avitaminose naeh Gy or g y ausgehen müssen. Da Gyôrgy 
noch keine auaführliche Beschrcibung der Auswertung des Antipellagra- 
vitamins mitgeteilt bat, wird im folgenden die bisher übliche Technik 
gebracht. 


Die Dermatitisheihmg als Teste bjekt 

Vor der Entdeckung des Vitamins Bg, des spezifischen Antipellagra- 
vitamins, versuchte man mit B 2 -(Komplex-)freien Nahrungsgemischen bei der 
Batte Pellagra zu erzeugen. Das gelang aber nur in einem gewissen Teil der 
Fàlle. Auf der Sherman-Bourquin- Diàt haben wir z. B. nie Pellagra ge- 
sehen. Die Ursache des Nichtauftretens der Dermatitis wurde dem Kohleii- 
hydratgehalt der Kost und der Natur der Kohlenhydrate zugeschoben. Man 
nahm an, daB cin Ersatz der Starke diirch Rohrzucker Dermatitis verursache 
(Hogan 4)). Leader konnte auf einer kohlenhydratfreien Kost überhaupt 
keine Pellagra erzeugen 5). Glanzmarin b) erzielte mit einer 40% Rohrzucker 
enthaltenden Kost bei Ratten pellagraàhnliche Erscheinungen. Von mancher 
Seite wurde bereits früher darauf hingewiesen, daB die Pellagra dann leichter 
hervorzurufen soi, wenn die Kost Vitamin Bg (Komplex) in Spuren enthalt(‘. 
Auch ein ÜberschuB von Vitamin B^ wurde als notwendig diskutiert. Die im 
folgenden beschriebene Méthode beruht auf Untersuchungen mit Bg-Komplex- 
freier Kost. 

Die Dermatitis entwiekelt sich bei Bg-koinplex-fnâ ernahrten Ratten in etwa 
ü7 % der Falle. Die ersten Symptôme der Pellagra erscheinen in (ka* 10. Versuchs- 
wocIk'. Die Schwankungen sind erheblich und betragcai 5 -22 Woehen. Die Jahres- 
zeit ist olme EinfluB auf dit^ Entstehung der Diaanatitis. Auch die G(‘wichtsziinahme 
der Tiere wahrend des Versuchs .spic'lt keine Rolle. Die Dermatitis soll naeh den 
Untersuchimgen von Roscoe geiiau so schnell auf einer Kost entstehen, die rohes 
Case in enthalt und nieht hochgereinigtes. 

Es ist wichtig, fur die Auswertung des Vitamins nur Tiere zu nehmen, die 
etwa gleichartig erkrankt sind. Roscoe teilt die Erscheinungen der Dermatitis 
je naeh der Schwere in drei Stadien ein. Im ersten Stadium sind nur wenige 
Verànderungen an FüBen, Nase und Ohren bemerkbar. Im zweiten Stadium 
besteht eine ausgesprochene Dermatitis an den Beinen, an der Nas(î, Ohren 
usw. Im letzten Stadium sind dieselben Verànderungen viel ausgepràgter. Für 
den Test sind nur die Tiere von Stadium I und 2 brauchbar. Aus folgcnder 
Tabelle gehen Auswertungsbeispiele naeh Akroyd- Roscoe 7) hervor: 


4) Hogan, J. of biol. Chem. 100 (1933). 

5) Lead(‘r, Biocliem. J. 24, 1172 (1930). 

6) Clanzmann, Z. f. Vitaminforschg 1934. 

7) Akroyd -Roscoe, vgl. Biochem. J. 24, 1479 (1930). 
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Tabelle 84. Vitamin Bg content of vegetables as demonstrated by 
the curative effect of the vegetables when fed to rats which had 
developed dermatitis on a diet devoid of vitamin Bg (P2L. YE) 


Material 

tested 


i nry 
I weight 
i 8 


Water- 0,2| 

cress f 

0 , 4 ^ 

0,3 

Lettuce 0,2j 

0,4) 



0,3\ 


0,4| 

Cabbage, 

0,4 

white 



0,3] 


0 , 5 ! 

Spinach 

0,2 


0,2 

Onion 

0,5 


0,5 


0,8 


Rat 

No. 

Days on 
déficient 
diet 

Symptoms 

Cure 


142 

Eyos closed, fur on face poor. 

Condition became 

15070 ^ 

1 

1 

No skin symptoms 

worse 


I49 

Eyes very bad, fur very poor 

Cured in 3 wceks 

7005 

140 

Inflamed patch on car. Eyes 

Cured in 3 weeks 



slightly spectacled 



p2 

{ 

Eyes nearly shut, spectacled. 

Furtlu'i* symptoms 

9021 d 

Fur poor 

developed 


l98 

Skin pe<>ling round eyes and on 

Cured slowly 



face, very bad statt^ 


15089 $ 

|75 

Eyes very l)a(l, fur poor 

No improvement 


\82 

Nose and face losing hair 

Cured in 3 weeks 

12043 

98 

Eyes iK'arly shut, fur on face Eyes cured 



poor. No skin symptoms 



163 

Skin of ono finger on each 

N 0 i mpro veinent 

18097 ^ 


hand affected. Fur poor 



175 

Symptoms as beforc' and lo- 

Cui’cd in 3 weeks 



sing hair round mouth 


14061 $ 

123 

Ey(‘S spectacled. No skin 

Eyes cured in 3 



symptoms 

weeks 

26157 

105 

Sores on abdomen. Fur poor 

No cure in 3 W('eks 

15078 

114 

Right (5ye very bad. Coat poor 

Eye cured and 



with bald patches, but no in- 

coat improved 



flammation 

but was still not 




normal 



156 

Sore patches on head and 

General condition 




back. General conditions 

became worse. 

24143 



v('ry bad 

Symptoms the 





sarncî 



165 

Symptoms as before 

Symptoms sta- 




tionary. General 




conditions very 



1 

bad. No cure 


War die verabreiclite Substanz wirksam, so tritt gewôhnlich schon nach 
wenigen Tagen eine Besserung im Zustand des Tieres ein, voile Heilung erfolgt 
etwa in 2 — 3 Wochen. 


Tabelle 85. The curative effect of various substances on the der- 
matitis and other symptoms developping in rats on a vitamin 
B 2 -deficient diet (P2L) 


Rat 

j Condition before test 

Substance 

tested 

Longht 
of time 
sub- 
stance 
was fed 

Resuit 

771 ? 

i 

Ophthalmia. Wretched con- 
, dition. Weight stationary | 

Cheddar cheeso 
1 g. daily 

3 weeks 

Very slight improve- 
mcmt; 9 g. increase 
in wt. 

714<^ 

Severe ophthalmia. Wret- i 
ched condition. Dermatitis 
of extreinitâîs. Growth 

stationary 

Cheddar cheese 
2 g. daily 

i 

3 wecîks 

AU lésions healed ; 
28 g. increase in 
wt. 
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Rat 

Condition before test 

Substance 

tested 

Lenght 
of time 
substance 
was fed 

Resuit 

711$ 

Poor general condition. Der- 
matitis of axillae, groins 
and feet. Cessation of 

growth 

Fresh méat 
0,4 g. daily 
(0,1g. dry wt.) , 

2 weeks 

Improvement in der- 
matitis; 5 g. hi- 
er ease in wt. 

734$ 

Severe dermatitis of axillae 
and groins. Poor general 
condition. Cessation of 

growth, loss of weight 

Cooked liver 
0,4 g. daily 
(0,12 g. dry wt.) 

3 weeks 

Complété cure; 37 g. 
increase in wt. 

3061 

Severe dermatitis of fore- 
paws. Ophthalmia. Nose 
inflamed. Haematuria. 

Cessation of growth 

Wheat germ 

■7y2% 

Wheat germ 
15% 

Wheat bran 
15% 

P 2 L -{- 1,0 cc. 
yeast fraction 
EE 5 g. dry yeast 

1 week 

1 week 

1 week 

2 weeks 

No improvement or 
resumption of 

growth 

Ditto 

Ditto 

Complété cure ; 28 g. 
increase in wt. 

3067 c? 

Dermatitis of forè-paws. In- 
flamed nose. Haematuria. 
Cessation of growth 

Patent flour 
65% 

5 days 

Died 

378(^ 

Severe ophthalmia. Diar- 
rhoea. Ct^ssation of growth 

1 

1 

Patent flour 
65% 

PJ. + 0,4 g. 
autoclaved 
yeast 

3 weeks 

3 weeks 

Tempoiary impro- 
vement, followed 
by régression ; no 
growth 

Complété cure; 47 g. 
increase in wt. 

j 

728 

i Dermatitis of tail and extre- 
1 inities. Corrirnencing gan- 
1 grene of two tocs. Cessa- 
1 tion of growth 

Maize germ 
meal 60 % 

3 weeks 

Toes sloughed off 
and ail dermatitis 
j healed; 30 g. in- 
creaso in wt. 

748^ 

Severe dermatitis of fore- 
paws and feet. Cornmen- 
cing gangrené of toes. Der- 
matitis of tail. W(ûght 
stationary 

Maiz(î germ 
meal 60 % 

3 weeks 

Complété cure of 
dermatitis ; toes 

i sloughed off and 
stumps practically 
healed; 31 g. in- 
i créas© in wt. 

729 

Severe dermatitis of fore- 
paws. Weight stationary 

Milk 6 cc. 
daily 

3 weeks 

Ail lésions healed; 
38 g. increase in wt. 

802 

(3reat wasting. Dermatitis 
of axillae and groins, sprea- 
ding down inside of thighs 
and forelimbs. Large raw 
area on abdomen 

Egg-white 5 g. 

3 weeks 

Complété cure of ail 
i lésions; 31 g. in- 
crease in wt. 

3075$ 

Ophthalmia. Slight derma- 
titis of fore-paws. Cessation 
of growth 

Egg-white 
60% of diet 

j 3 weeks 

i 

1 

i Complété cure; 42 g. 
increase in wt. 

757 $ 

B 0 r 

Ophthalmia, very poor con- 
dition. Severe dermatitis 
of groins and axillae. Hae- 
maturia. Loss of weight 
nskov, Vitaminforsdiung 

Egg-white 

extract 

1 (EE6 g. fresh 
i egg-white) 

1 4 weeks 

Complète cure of ail 
j symptoms; 26 g. 
increase in wt. 

15 
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Auch Hefe gibt, wie aus folgender Tabelle nach Chick-Copping 8), 9) 
hervorgeht, bei der Auswertung nach dieser Méthode gute Werte. 

Es sei noch hier erwâhnt, daû die Dosen an Vitamin Bj, die zur Heilimg der 
Xerophthalmie erforderlich sind, etwa — ^/g derjenigen Dosis betragen, die eine 
Gewichtszunahme im Gewichtstest von 50 — 60 g in 4 Wochen hervorruft. 


Tabelle 86. Heat-stability of vitamin Bg in yeast extract (XXIV). 
Autoclaved at 119*^ for 4 hours. Curative tests. Vitamin B^ pro- 
vided as Peters’s concentrate 


P h of 
extract 
when 
heated 

Dose, expressed ! 
** as équivalent 
of dry yeast i 

Rat 

no. 

and 

sex 

Time on “—B*” 
diet. Weeks 

Symptoms: 
general condition 

Body weight j 

Average weekly : 
y, increase in body j 
weight during 
treatment ! 

Resuit of treatment 

2,5 

0,5 

574Ç 

16 

Eyes badly affected, bloody 
discharge from nose and 
eyes. Fur very poor on 
chest 

72 

16 

Rapid cure. Ist week, eyes 
and skin became healthy 
and new fur began. Skin 
and eyes normal in 2^/2 
weeks 

2,5 

0,5 

624? 

12 

Skin symptoms severe. 
Eyes siinken, secreting, 
“spectÉicled.” Bloody dis- 
charge also from nose. Fur 
very poor, thin and 
“stringy” over face and 
neck. Abdomen stained 

47 

14 

Rapid cure. Ist week. Eyes 
nearly normal, posture also. 
2nd week. Ail symptoms 
disappeared. 3rd week. 
Normal fur 

2,5 

0,6 

645$ 

6 

Skin symptoms slight but 
animal very weak and ap- 
parantly moribund. Ab- 
domen stained 

42 

21 

Rapid cure. Coat appeared 
normal in 9 days 

2,5 

0,33 

689$ 

16 

Skin symptoms severe. 
Eyes “spectacled”; left 
nearly closed. Fur poor 
and stringy on face and 
neck. Bloody discharge 
from nose and eyes. Ab- 
domen stained 

66 

9 

Slow cure. Eyes improved 
and stains on fur from dis- 
charges disappeared in 3 
weeks. New fur growing 
and coat becoming normal 
in 4% weeks 

2,5 

0,16 

604$ 

12 

Eyes “spectacled.” Paws 
blood-stained. Fur poor 
and “stringy” over face 
and neck. Abdomen stai- 
ned. Condition misérable 

55 

6 

Very slow cure. Symptoms 
arrested in Ist week. Stains 
on abdomen disappeared 
in 3rd week, skin and eyes 
not normal after 4 weeks 

2,5 

0,16 

664$ 

21 

Skin symptoms severe. 
Eyes* ‘ spectacled, ’ ’ nostrils 
iidlamed, bloody dis- 
charge. Fur “stringy,” 
bald patches round ears, 
raw patches round anus 
and vagina. Abdomen 
stained. Condition misé- 
rable 

50 

7 

Marked improvement in 1 
week, ears and forepaws 
desquamating. Skin round 
vagina dry and healthy 


8) Chick-Copping, Biochemic. J. 24, 932 (1930). 

9) Chick, Biochemic. J. 27, 1633, 1537 (1933). 
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10,3-9,6 1,0 599(^ 17 Symptoms slight. Eyes 81 Lost Nocure. Symptomsbecame 

sunken, “spectacled.” 10 g. worse in 2-3 weeks. Bare, 

j Bloody discharge from in raw, desquamating patches 

i nose. Fur thin on face. 23 days developed round eyes and 

I Abdomen stained on left side of neck and 

j shoulder. Skin round nose 

i j and lips beoame swollen 

i and cracked, area of in- 

, ; ! flamed skin developed 

! roxmd anus. Animal very 

misérable. Killed 

10,3-9,6 1,0 635cJ 10 Skin symptoms severe. 49 | 2,5 No cure. Condition remai- 

Eyes sunken, “spectac- iied almost unchanged ex- 

; led.” Bloody discharge cept for dionset of arrhoea 

I from nose. Fur “stringy”, I during 6 weeks’ treatment. 

> I bald patches round ears. Treated with Dr. Readers’ 

Nose tip infiamed préparation of marmite. 

I j I ' Marked improvement in 

I I ; I 1 week. In 3 weeks coat 

i j I I a-loiost normal, animal in 

I I I normal health, increase in 

II ! i weight 72 g. 

10.3- 9,6 0,5 565c^ i 15 i Skin symptoms not severe. 88 | Lost No cure. Condition became 

later Eyes sunken and infiamed i 15 g. worse. In 3 weeks raw, 

I 1 ,0 I ) Bloody discharge from ; j in bald patches were sprea- 

! I nose. Diarrhoea i 122 days ding from the axillae down 

i ! the forearms. Mouth sore 

II and infiamed. Condition of 

î animal misérable. Treated 

I ; i with acid-autoclaved ma- 

' terial équivalent to 0,5 g. 

( yeast. Rapid cure. In 

i ; 10 days nose healing; new 

fur growing every where, 
increase in weight 27 g. 

10.3- 9,6; 0,5 616^ 13 Skin symptoms slight and | 56 | Lost No cure. Condition rapidly 

I I incipient. General con- 1 9 g. in grew worse. In 3 weeks 

i dition fair i 27 days infiamed, bare patch of 

I skin developed under chin, 

I ' I i I nostrils infiamed, fur 

I I “stringy.” Treated with 

I I Dr. Reader’s préparation 

! 1 ; ' of marmite. Marked im- 

I I i provement in Ist week, in 

I ; I 3 weeks nostrils healed, 

' coat almost normal; in- 

I I ! i crease in weight 56 g. 


15 * 
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Tabelle 87. Daily doses of varions materials needed by young rats 
when given as sole source of vitamin Bg, in order to: ( 1 ) promote 
50 — 60 g. weight increase in 5 weeks; (2) cure the dermatitis 
developing in the absence of vitamin Bg 10 ) 


j Daily d 

Material 

{ incr. in 

1 5 weeks 

iose g. *) 

given to cure 
dermatitis 

N 

Cuied 

O. of rat 

Slight ; 
improve- 
ment j 

S 

1 No 
improve- 
ment | 

Smallest 
dose on 
whloh more 
than^of the 
rats were 
cured, g. 

Batio of 
growth- 
promoting 
to derma- 
titis-curing 
doses 

(a) 


i 



(b) 

(a/b) 


Yeast extract 


R. VIII 

0,25 

0,06 


1 

— 

0,125 



0,125 

2 




R. X 

0,25 

0,06 

— 

1 

3 

0,125 



0,125 

3 




R. XII 

<0,25 

0,06 

2 

— 

1 

0,06 



0,125 

1 




Acid autoclaved yeast extract (120®, 

5 hours) 



R. V 

0,25 

0,06 

— 

1 

— 

1 0,125 



0,125 

3 

— 

1 




0,25 

1 




R. X 

0,25 

0,06 

2 

1 

2 

0,125 



0,125 

3 

— 

1 



Alkaline autoclaved yeast extract (120®, 1 hour) 


R. VIII 

1,5 

0,25 

0,5 

R. X 

0,5 

0,125 

0,25 

0,5 

R. XII 

1,0 

0,125 

0,25 

Egg-white filtrate 


R. I 

10 

1 1 
2,5 1 

Méat 

Steak, dry 

0,7 

0,1 

0,2 


1 

— 

1 

0,6 

3,0 

1 





— 

1 

1 

0,25 

2,0 

3 

1 








1 

0,25 

4,0 

2 







1 

2,5 

4,0 

2 





— 

i 1 

1 3 1 

1 0»2 

3,5 


111. Vorkommen und Natur des Vitamins 65 


Das Vitamin Bg findet sich in den nach Kinnersley und Mitarbeitern 
aus der Kohleadsorption der Hefeextrakte hergestellten Eluaten neben Bj^ 
und B 4 . Es ist nicht mit dem B 4 identisch, da auch bei alkalischer Temperatur 
autoklavierte Lôsungen wirksam sind (das B 4 wird dabei zerstôrt). Das Vita- 
min Bg kann identisch sein mit dem Faktor von Chick und Copping oder 
mit dem Vitamin Bg. Es fehlt im Hühnereiweifî. 


*) The doses of extracts are given as the équivalents in dry yeast, those of 
the egg-white filtrate as équivalents of fresh egg-white. 

10) Roscoe, Biochemic. J. 27, 1533, 1537, 1540 (1933). 
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Der „extrinsic factor* - Das Anti-Sprue-Vitamin (?) 

Der dritte Faktor des Vitamin Bg-Komplexes ist vermutlich der ,,extrin- 
sic factor“ von Castle. Schon früher waren bei der experimentellen B 2 -(Kom- 
plex-) Avitaminose Magen-Darmstôrungen und Verànderungen im Blutbild be- 
obachtet worden, die aber nie gesetzmàBig auffcraten und meist als Folge- 
erscheinungen des làngerdauernden Bg-Entzugs galten. Sie haben, wie wir heute 
wissen, mit dem Vitamin B 2 (Fia vin) nichts zu tun, sondern sind eher die 
Folgeerscheinung des Mangels an „extrinsic factor“. 


I. Die klinischen Erscheinimgeii des Mangels an extrinsic factor 

1. Spnie und Pemiziosa 

Obgleich die Untersuchungen von Castle 1), der den extrinsic factor 
allgemein mit dem Vitamin B 2 identifizierte, erst in letzter Zeit dazu geführt 
haben, die Substanz als selbstàndiges Vitamin aufzufassen, kennen wir schon 
seit langem zwei scharf umrissene Krankheitsbilder, die zum extrinsic factor 
Beziehungen aufweisen, nàmlich die Sprue und die perniziôse Anàmie. Ihre 


Hauptsymptome sind: 

Tropische Sprue 

Pemiziosa 

1. Glossitis, meist zu Beginn der Erkrankung 
mit kleinon hyperàmischen Herden, dann 

1. Magenstôrungen, Sub-Anaziditàt 


grauer, grauweifier Belag. Atrophie mit Pa- ! 
pillenschwmid, ,,Firni6zunge“ i 

2. Magen-Darmstôrungen. Meist Subaziditât. ! 2. Blut verànderungen, schwere 
Stark schàumende, blasse, grauweifie Stühle; j Anàmie mit Remissionen, Reti- 
stark fotthaltig, ,,Butterstühle“, weder Blut, i kulozytenkrisen. Hyperchromes 
noch Eiter, noch typische Mikroorganismen, ' Blutbild, Leukopenie. 
abnorm starke Gàrimgsvorgànge im Darm, 

Darm atrophisch, papierdünn, durch Gas j 
zum Platzen geblàht. i 

3. Blutverànderungen, schwere Anàmie vom i 3. Neurologische Erscheinungen 
Perniziosatyp, Leukopenie, Hypersegmenta- | 

tion der Neutrophilen. ; 

4. Nervôse Erscheinungen, Muskelkràmpfe, ' 

Tetanie. | 

Die Zusammenhànge zwischen Sprue und Pemiziosa sind in den letzten 
Jahren durch die bemerkenswerten Arbeiten von Castle (1. c. 1) aufgedeckt. Nach 
Castle beruhen aile Anàmien vom Perniziosatyp (also auch die Anàmie bei 
Sprue und echter Pemiziosa) auf dem Fehlen einer normalerweise im Magen 
vor sich gehenden Reaktion zwischen einer von der Magenschleimhaut sezer- 
nierten Substanz (intrinsic factor) und einem mit der Nahrung zugeführten 


1) Castle c. s., J. amer. med. Assoc. 98, 1620 (1932); 92, 1830 (1929); 96, 1198 
(1931); Amer. J. Med. Sci. 1929, 748, 764; 1930, 305; 1931, 741; 1932, 653, 663; 
1933, 539; New England J. Med. 202, 523 (1930); J. Clin. Invest. 11, 1293 (1932). 
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Stoff (extrinsic factor). Aus beiden entsteht eine Substanz, die die Aufgabe 
bat, die normale Erythropoese zu steuem, und die in der Leber gespeichert wird 
(Pemiziosaschutzstoff der Leber): 

extrinsic factor + intrinsic factor = Pemiziosaschutzstoff. 

(Vitamin) (Ferment) 

Wàhrend der intrinsic factor Fermentnatur besitzt, ist der extrinsic factor 
was Stabilitàt, Vorkommen usw. anlangt, ein Bestandteil des Vitamin Bg- 
Komplexes. Er ist mit dem Vitamin Bg (Flavin) nicht identisch (Diehl c. s. 2)) 
und wahrscheinlich auch vom Vitamin B g verschieden. 

Nach den Vorstellungen von Castle müssen wir logischerweise mindestens 
zwei Formen der pemiziôsen Anàmie unterscheiden : 

1. Eine solchc, die durch das Fehlen des intrinsic factors, also des Magen- 
faktors, entsteht, wie die Perniziosa des Erwachsenen. 

2. Eine solche, die durch Fehlen des Nahmngsfaktors, des extrensic 
factors, entsteht, wie die Anàmie bei Sprue, die eine Avitaminose ist. 

3. Kommt nach Castle noch eine weitere Form dazu, bei der die Reaktion 
im Verdauungstrakt sich normal voUziehen kann, bei der aber der ent- 
stehende Pemiziosaschutzstoff durch besondere Magen-Darmverhàlt- 
nisse nicht resorbiert wird. 

Ganz im Sinne dieser Anschauungen verlâuft tatsâchlich die therapeutische 
Beeinflussimg der verschiedenen Anàmieformen. Wàhrend die Anâmien des 
ersten und zweiten Typs beide durch die fertig gebildete Substanz, also durch 
den Leberschutzstoff heilbar sind, ist die echte Perniziosa auBerdem durch 
Zufiihr des fehlenden Ferments, z. B. durch Magenprâparate zu beeinflussen. 
Die tropischen Anàmien vom Perniziosatyp heilen auBerdem durch Zufuhr des 
fehlenden Vitamins, des extrinsic factors, z. B. durch Hefe, Fleisch usw. Die 
Castlesche Reaktion zwischen Ferment und Vitamin làiift auch in vitro durch 
Bebrütung von Fleisch, Hefe usw. mit Magensaft ab. 


2. Die experimentelle ,,Ratten8prue^^ 

Entsprechend den Castleschen Vorstellungen ist es beim Tier durch diàte- 
tische Beeinflussung nie gelungen, eine echte Perniziosa zu erzeugen. Wohl war es 
môglich, durch verschiedene Gifte die Blutbildung so umzugestalten, daB perniziosa- 
àhnliche Bilder enstanden. Sie waren aber nie spezifisch durch Leber und Leber- 
extrakte zu beeinflussen. Dagegen konnten Rominger und BomskovS) kürzlich 
am Tier ein Krankheitsbild erzeugen, dessen Hauptsymptome denon der tropischen 
Sprue am nàchsten kommen. Vor allem zeigt sich hinsichtlich der Thérapie, daB 
nicht nur Leberextrakte die Erkrankimg verhüten und heilen, sondem auch Zufuhr 
des fehlenden Nahmngsfaktors sowohl prophylaktisch als auch therapeutisch 
wirksam ist. 

Füttert man ganz junge, wachsende Ratten im Alter von 21 Tagen, mit einem 
Gewicht von etwa 27 g, ausschlieBlich mit einer hochwertigen reinen Ziegenmilch, 
so zeigen die Tiere sehr bald Durchfallserscheinungen. Diese Durchfàlle unter- 
scheiden sich aber von denen bei Kuhmilchfütterung und anderen Nahrungen, in- 
dem sie in den ersten Tagen eine schaumig-flüssige Beschaffenheit zeigen, um dann 


2) Diehl c. s., Dtsch. Arch. klin. Med. 176, 161 (1933). 

3) Rominger 'Bomskov, Z. exper. Med. 1933, 1. — 4. Mitteilung. 



231 


nach einiger Zeit in mehr oder minder geformte breiige Exkremente überzugehen. 
Dabei ist typisch, dafi der Fakalgeruch schwindet und die Stühle schon ânBerlich 
eine mattglanzende lehmartige Beschaffenheit nach Art von Butterstühlen annehmen. 
Die mikroskopische Untersuchung ergibt massenhaft Fettsàurenadeln tind reichlich 
Fett in Tropfenform. Die chemische Untersuchung zeigt einen Fettgehalt bis zu 
60 % der Trockensubstanz. Diese Stühle bleiben, falls die Tiere nicht geheilt werden, 
bis zum Tode bestehen. Es finden sich weder Blut, noch Eiterbeimengungen, noch 
liefien sich pathogène Mikroorganismen, wie Würmer, Protozoen oder Monilien, 
nachweisen. 

AuÔerdem zeigt sich nach etwa 14tâgiger Fütterung der Ziegenmilch eine starke 
Aufblâhung der Bâuche (Kugelbauch), die ihre Ursache in einer abnorm starken 
Darmgàrung hat. 

Auffâllig ist bei den Ratten, daÛ sie, nachdem sie anfânglich die Milch gierig 
aufnehmen, nach 1 Woche scheinbar Schwierigkeiten beim Trinken haben. Sie ver- 
suchen mit den Vorderpfoten Milch aus den Nâpfen zu schôpfen und lecken die mit 
Milch benetzte Pfote ab (Zimgenverànderungen ?). 

Wahrend sich die beschriebenen Krankheitszeichen entwickeln, machen die 
Ratten einen schwerkranken Eindruck und die vorgenommene Blutuntersuchung 
ergibt eine Anâmie vom Perniziosatyp. Die Zahl der Erythrozyten ist bis auf 1 Mil- 
lion und weniger gesunken, die Hâmoglobinwerte sind nicht ganz entsprechend ver- 
mindert, so daû der Fârbeindex erhôht ist. Die Differenzierung des Blutbildes ergibt 
eine relative Vermehrung der Lymphozyten imd eine Abnabme der Neutrophilen. 
Charakteristisch ist die abnorm starke Segmentierung der letzteren. Das rote Blut- 
bild zeigt Anisozytose, Poikilozytose und Polychromasie ; Megaloblasten und Normo- 
blasten treten zahlreich auf. Die Retikulozyten zeigen nach anfânglicher Erhôhung 
bei fortschreitender schwerer Anâmie eine Abnabme auf 4 — 6%. Es besteht eine 
ausgeprâgte Leukopenie. Das Blut ist kakaofarben imd das Sérum erweist sich 
nach dem Sedimentieren als reichlich fetthaltig. 

Wahrend der Entwicklung dieser Erscheinimgen nehmen die Tiere nicht wie 
die Kontrolltiere zu (2,2 g pro die bei gesunden und 0,5 g pro die bei gleichalten 
anâmisohen Ratten wahrend der Zeit vom 21. bis zum 41. Tage). In einzelnen 
Fâllen fortgesetzter Ziegenmilchfütterung treten auch nervôse Symptôme auf, 
unter denen zunâchst Muskelschwâche, daim eigentümlicho Steifheit der Glieder 
und schlieBlich Lâhmungen auffallen. Bei der Sektion erweisen sich die Dârme 
papierdünn und dur ch Gas zum Platzen geblâht. Der Dünndarminhalt ist hell- 
gelblich, flüssig. Entzündimgserscheinimgen sind makroskopisch nicht wahr- 
zimehmen. Die Leber ist klein, atrophisch imd zeigt hellgelbe Verfârbung nach 
Art der Fettleber. Der Mageninhalt stellt meist eine fast feste, knetbare Masse dar, 
die nach Bofeuchten nur in einigen Fâllen sauer reagiert (Kongo). Auf der Hôhe 
der Krankheitserscheimmgen ist im Blut eine starke Lipâmie nachweisbar. Der 
Blutzucker ist um etwa 50 % gesenkt. Die Untersuchimg des Leberglykogens ergibt 
kaum mefibare Werte. Im Ham ist der Urobilingehalt wâhrend der Dauer der 
Erkrankung erhôht. 

Spritzt man den Tieren nach voiler Entwicklung des Kjankheitsbildes Leber - 
extrakt, so tritt nach einer typischen Retikulozytenkrise (Retikulozytenwerte von 
50 — 60%!), eine Erhôhung der Erythrozytenwerte ein, die von einem Anstieg des 
Gewichts imd einer Besserung im Allgemeinzustand begleitet ist. Dabei ist bemer- 
kenswert, daû die Hgb.- Werte nur wenig ansteigen, da die Ziegenmilch ja eine fast 
eisenfreie Nahrung ist. Erst Zufuhr von Leber Eisen heilt die Anâmie vollstândig, 
genau wie auch bei der tropischen Sprue. In derselben Weise gelingt es, die An- 
âmie durch Zugabe von kleinsten Mengen einer Substanz zu heilen, die in Hefe, 
Fleisch, Fleichextrakt enthalten ist. Es handelt sich hier offenbar um denselben 
Faktor, der bei der Entstehung der tropischen Sprue eine Rolle spielt und den 
Castle mite extrinsic factor bezeichnet. 

Wir fanden keinerlei Anhaltspunkte dafür, daB das beschriebene Krankheits- 
bild auf einer Unterwertigkeit des verfütterten Caseins oder des Fetts oder auf 
Mangel an den Vitaminen A, C oder B 2 (Flavin) beruht. (Hinsichtlich B 2 vgl. 
Diehl imd Kühnau (1. c. 2).) 
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3« Sprae-art%e Erkrankung anderer Tiere 

Nach den Untersuchimgen von Goldberger erkranken Hunde in Pellagra- 
gegenden auf einer pellagraerzeugénden Kost an nekrotisierenden Verândenmgen, 
Entzündungen und Pigmentationen am Pharynx imd ôsophagus, die zu der charak- 
teristischen „black tongue“ führen. Die Entstehung des Krankheitsbildes zeigt auch 
Beziehungen znm Vitamin A. 

Neuerdings konnten Miller-Rhoads4) bei Hunden auf einer black tongue er- 
zeugenden Diât Sprue hervorrufen (gastrointestinale Stôrungen, Stomatitis, Diar- 
rhôen, Erbrechen, Gewichtsabnahme, pemiziôse Anâmie). Die Anâmie war durch 
Leber nicht beeinfluÛbar und heilte nur durch Zufuhr von Hefe. Die Kostmischung, 
die von den Autoren benutzt wurde, bestand aus: 4000 g weifîem Roggenmehl, 
500 g Erbsen, 500 g Casein, rein, 300 g Zucker, 300 g Baumwollsamenôl, 200 g Leber- 
tran, 50 g Salzgemisch und 400 g Reishautchen. 


II. Yersuchstechnik 

Die experimentelle „Rattensprue“ kônnte in zweierlei Hinsicht fùr eine 
biologische Auswertung in Frage kommen, nàmlich erstens für die Auswertung 
des extrinsic factors und zweitens für die Auswertung des Perniziosaschutz- 
stoffs der Leber. Bisher scheiterte eine solche an der individuell verschiedenen 
Reaktionsfàhigkeit der Tiere sowie an dem Umstand, daB wàhrend des Durch - 
fallstadiums viele Tiere vor Entwicklung der Anâmie eingehen. Die Versuchs- 
technik ist folgende: 

Versuchstiere und îhre Haltung: In don Versuch kommen junge Ratten im 
Alter von 21 Tagen mit einem Gewicht von 27 4 3 g, die von der Mutter entfernt 
imd ausschliefilich mit Ziegenmilch (roh) gefüttert werden. Tiere aus kleinen 
Würfen (4 — 5) sind zu résistent. Man nimmt am besten die Ratten nur ans Würfen 
mit 6 — 10 Tieren. 

Di© Ratten werden in den beschriebenen Drahtkâfigen zu zweien gehalten. 
Die Kâfige werden mit wenig Holzwolle (tâglich zu erneuern) versehen, da 
die anâmischen Tiere gegen Temperaturschwankungen auBerordentlich empfind- 
lich sind. Die Ziegenmilch wird tâglich frisch in kleinen Nâpfen verabreicht, 
die mit heiÛem Wasser gesâubert werden. Die Tiere werden zweimal wôchent- 
lich gewogen. 

Haltung der Zuchttiere: Von grôûter Bedeutung ist die Haltung der Zuchttiere. 
Wir brauchen durchweg rein weifie Tiere, die mit einer Kost aus Weizen ad libitum. 
Mais ad libitum, frischer Vollmilch ad libitum und gerôstetem WeiBbrot sowie 
Gemüse (2 mal wôchentlich Karotten oder Kohl und Rüben) emâhrt werden. Die 
Muttertiere müssen mindestens 6 Monate lang auf dieser Diât leben, bevor die Jungen 
brauchbar sind. Auch durch moglichst schnell aufeinanderfolgende Geburttm 
gelingt es bei manchen Rassen, die sich sonst résistent erweisen, eine schwere 
Anâmie bei den Jungen zu erzeugen. 

Fttttemng der Tiere: Die Versuchstiere erhalten ausschlieBlich Ziegenmilch. 
Die Milch muB hochwertig sein. Wir benutzen die Mischmilch von 3 — 4 Ziegen, 
die im Stall gehalten werden. Die Ziegen werden mit Schrot, Heu imd Küchenabfâîlen 
wie Erbsenschoten, Kohl usw., Kastanienblàttem, Hopfenranken, Fallâpfel, im 
Winter mit Kohl und Rüben gefüttert. Sic werden morgens und abends gemolken. 
Die Milch ist fettreich. 


4) Miller-Rhoads, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 30, 540 (1933); J. of exper. 
Med. 58, 585 (1933). 
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111. Yorkommen des extrinsic factors 

Ob der extrinsic factor in der Ziegenmilch fchlt oder ob diese Kost nur 
eine so ungünstige Kombination von Fett-EiweiB und Kohlenhydraten usw. 
darstellt, daB daraiif der Bedarf cin gesteigertcr ist, oder ob infolge der Durch- 
fàllc vielleicht eine Resorptionsstôrung vorliegt, làBt sich nicht entscheiden. 
Der extrinsic factor fehlt jedenfalls in Weizenkleie, gereinigtem Casein, gé- 
ré inigtem Nukleoprotein. Er ist in Eleisch, Malz- und Leberextrakten vor- 
handen. Hcfc enthàlt 20 mal mehr extrinsic factor als Fleisch. 

Der extrinsic factor ist lôslich in 80%igem Alkohol. Er ist gegen Erhitzen 
stabil und vertràgt selbst Autoklavieren. 


IV. DieReaktion zwischen extrinsic und intrinsic factor in vitro 

Die Rcaktion zwischen Magenfaktor und Vitamin laiift in vitro diirch Bebrü- 
tung von Fleisch mit Magensaft ab. (lesiimh^ Individuen ('rhalten 0,5 mg Histamin- 
phosphat siibkutan. Wahrend d(>r folgenden Stundt^ wird der Magensaft gesammelt. 
Man filtriert ihn durch Gaze. Dann w(‘rd(‘n 200 g Fleisch (ohne Fett) h^in gtaiiahlen 
und mit 150 — 300 g des Magensafts (von nüchti'rncüi Patienten) gemischt und auf 
37,5^‘ gebracht (Wasserbad), Man gibt vorheü* Salzsâure zii (5 — 10 ccm einer ^/j^-kon- 
zentriert(‘n Losung), bis der pjj etwa 2,5 — 3,5 l)etragt (orange? gegen Tëpfers 
Reagens). Die Mis(;hung wird in einer verschlossenen Flasche 2 Stunde'n im Wasser- 
bad g(‘haltc'n. Man schiittelt ofter und setzt nach und nach (?twas Salzsaure zu. 
Man filtriert zuk'tzt (lurc*h Gaze und gibt Natronlaugt' bis zum pjj — 5 zu. Dit? 
Losung wird direkt v(‘rf(ittt‘rt. 


V. Vorkommen des Vitamin B 2 -Komplcxcs 

In folgender Tabelle ist die Akroyd-Roscoe-Einheit diejenige Menge, 
die im kurativen Waehstumstest wahrend einer Versuchsdauer von 5 Wochen 
eine Gewichtszunahme von 11 — 14 g pro Woche verursacht. Die Sherman- 
Bourquin-Einheit erzeugt unter denselben Bedingungen eine wochen tliche 
Gewichtszunahme von 3 g. Im allgerneinen ist die Sherman-Einheit 3 mal 
kleiner als die Akroydsche. 


Tabelle 88 


Substanz 


Akroyd- j Sherman- 
Roscoe- jBourquin- 
Einheit | Einht'it 
pro Grarnm | pro Gramrn 

i _ _ 


Pt'llagra- 

verhütt'ndo 

Wirkung 

beim 

Meuse 11 en 


Black-tongue 
verhütende 
Wirkung 
bt'im Hund 


Fleisch 


0,5—0,33 


1,0 


Fltâsch, g(?trocknet ... 
Niere, frisch 

2,0— 1,3 

: 2,5— 5,0 

Herzmuskel, frisch . . . 

5,0 

! 1—2 

Milz i 

3,0 

0,3— 0,5 

Thymus . ^ 

Gehirn 

2,5 

j 0,4 

Blut 

0,75 


Lebt'r 

7—10 

i 


50 g Protein auf 
2400 ("al. 


j 

43,5 g auf 2400 
! Cal. 

15' 
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Substanz 

Akroy d - 
Roscoe - 
Einheit 
pro Gramm 

Sherman- 
Bourquin - 
Einheit 
pro Gramm 

[ Pellagra- 
verhütende 
Wirkung 
beim 

Menschen 

Black-tongue- 
vcrhütende 
Wirkung 
beim Hund 

Eigelb, gekocht 

0,5— 1,0 



12 Eier auf 2400 





Cal., nicht voll 


; 


i genügend 

Eigelb, getrocknet .... 

1—2 1 


, 

Milch i 

0,2— 0,3 

0,1— 0,2 


Vollmilchtrockenpulver . . | 

1,4— 2,7 



Magermilchtrockenpulver . 


3—5 

1 

Trockenleber ' 

8,4—16,6 ! 


i : 

Magermilch ! 



20 ccm p. d. 

30 c(*m/kg nicht 




ganz wirksam 

Ziegenmilch 


0,3— 0,5 


Prt'Bhefi' 

2,0 i 

1—2 ! 


Hefe, trock('n 

5—10 

10—15 

staik wirks. 

1 1 g pro (lie 

Hef(3, autoklaviert . . . . 1 

2,5 ; 

1 ’ 

Wasserkresse ’ 

0,2— 0,4 ’ 



Lattich 

0,13 ! 



Kohl, weifie Blatter ... 

0,1— 0,2 i 



Kohl, grime Blatter . . . 

0,2 : 



vSpinat 

0,3 i 



Tomatensaft 


0,16 

30 ccm pro dio 

Wasserkresse, trocken . . 

2,5— 5,0 



Lattich, trocken 

1,6 



Kohl, weiB, trocken . . . 

1,2— 2,5 



Kohl, gi’ün, trocken ... 

2,5 



Spinat, trockt'n 

2,5 



Weizen 


1,5 


Mais 


1,5 


Kleie 


3—4,5 


Weizt'nkeime 


3—4,5 

1 


Das Vitarnin B3 1), 2), 3) 

I. Die Avitaminose B3 

Das Vitarnin B 3 ist ein thcrmolabiler Taubenfaktor, dcr von don Franzosen 
,, Vitarnin d’utilisation nutritive^, von den Arncrikanern , ,nutritional Vitarnin^ 
genannt wird. 

Tauben auf einer Bj-freien Kost cntwickeln Polynouritis mit Gc 3 wichts- 
abnahme. Heilt man die Polyneuritis durch Zugabe eines B^-Konzentrats, so 
bessert sichdas Gewicht nicht. Gibt man statt desvsen Hefe, so tritt gleichzcitig 
mit Verschwinden der Kràmpfe eine Gewichtszunahme ein, die durch Zufuhr 

1) Williams- Watcrman, J. of biol. Chem. 78, 311 (1928). 

2) Eddy- Gurin-Kerestescy , J. of biol. Clu'm. 87, 729 (1930). 

3) Randoin-Ltmoqu c. s., J. of biol. Chem. 91, 671 (1931); C. r. Acad. Soi. 
Paris 182, 1408 (1926); 187, 60 (1928); Bull. Soc. Chim. biol. Paris 9, 513 (1927); 
11, 745 (1929); 9, 49 (1927); C. r. Soc. Biol. Paris 99, 47 (1928); 99, 148, 586 (1928); 
101, 11 (1929); These Paris 1928; Bull. Soc. thérap. 31, 197 (1926); Les aliments 
et la vie. Paris 1929. 
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eines in der Hefe enthaltenen Faktors, des Vitamins Bg, verursacht ist. Der 
Gewichtsstillstand, der durch Mangel an Vitamin Bg hervorgerufen wird, ist 
nur das erste Zeichen einer Allgemeinerkrankung, die mit Mattigkeit, Bewegungs- 
nnlust xmd schweren Herzstorungen (Arrhythmie, Ventrikelautomatie, Herz- 
block) verlàuft. 

Das Vitamin B g wird nur von Tauben und Kücken benôtigt, von Batten 
nicht. 


II. Die biologische Auswertung des Vitamins B; 

Als Versuchstiere dienen ausgewachsene Tauben. Sie werden durch 
Fütterung mit poliertem Reis oder einer anderen B-freien Kostform poly- 
neuritisch. Daim gibt man ein Vitamin B^-Konzentrat hinzu (10 — 14 Tage 



Abb. 82. Erscheinungen des B^-Mangels bei Kiicken. 

A. = Kontrolltier, B., C., D. = B.j-frei ernâhrt. (Nach Eddy.) 


lang). Die Krâmpfe verschwindcn danach. Selbst bei Zufuhr der 20fachen, 
zur Heihmg notigen B|^-Menge bcssert sich aber das Gcwicht nicht. Die Tiere 
werden tàglich gcwogen, daim die zu prüfende Substanz zugelegt. Enthàlt 
sie Vitamin Bg, tritt sofort Gewichtszunahme auf, die je nach der Dosis 
gestaffelt ist. 

Man kann aueh wachsende Kücken mit einer durch Autoklavicn-en Bj-frei 
erhaltenen Kost ernahren. Sie zeigen dann schlecht(^s Wachstuin (Abb. 82), selbst 
nach Zugabe von B^ und B.^. Erst auf Bg-Zulage tritt Wachstuin auf. Kücken er- 
nahrt man arn besten mit einer Kost ans Mais, Hafer, Tran und Aiisternschalen. 
Die Kost wird vor der Fütterung autoklaviert. B^ legt man in Forrn (unes Kon- 
zentrats, B 2 in Form autoklavi(U‘t(n' Hefe zu. 


III. Vorkommen und Eigenschaften des Vitamins B3 

Das Vitamin Bg kommt reichlich in Hefe, Roggen, Gerste, Weizen und 
Malzextrakt vor. Muskel, Leber und Weizenkleie enthalten nur geringe 
Mengen. Milch ist Bg-arm. 

Das Vitamin B g ist wasserlôslich und auBerordenthch thermolabil. Schon 
die Erhitzimg auf 60^ zerstôrt vollkommen, wàhrend B^ bei dieser Temperatur 
erhalten bleibt. Das Vitamin Bg ist nur schwer an Fullererde adsorbierbar. 
Es ist auBerordentlich alkalilabil. 
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Das Vitamin B4I) 

Das Vitamin B4 (früher von einigen Autoren Bg genannt!) ist ein 
thermolabiler Rattenfaktor. Die Notwendigkeit, einen solchen neben 

den bereits bekannten Vitaminen anzu- 
nehmen, ergab sich ans Beobaehtungen 
an Ratten. Es zeigte sich nàmlich, 
daB gewisse Erscheinungen, die man frü- 
her auf Vitamin B^-Mangel zurückführte, 
dureh Zugabe von B^ nicht zum Ver- 
sehwinden gebracht werden konnten. 
Andererseits konnte gezeigt werden, daB 
Ratten aiif einer künstlichen Diat, die 
aile bekannten Vitamine in schon ge- 
reinigter Form enthielt, nach einiger 
Zeit das Waehstum einstellen, um nach 
Hefezugabe erneiit an Gewicht zuzii- 
nehmen. 


I. Die Erscheinungen des Vitamin B4-Mangel8 

Man kann die Erscheinungen des Vitamin B^-Mangels am besten an Ratten 
studieren, die zunâchst B^- und B4-frei ernàhrt werden. Gibt man dann nach 


g150 
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-|,110 
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60 
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Abb. 84. Das Vitamin ist nôtig, um bei Ratten auf einor B^- und Bg-haltigon 
Kost Gewichtszunahmo hervorzurufen. 

(B 4 wird in der Abb. mit B 3 bezeichnet.) Bei x Fortnahme, bei y erneute B^- 
Zugabe. (Nach Reader.) 

1) Reader, Biochemic. J. 23, 689 (1929); 24, 1127, 1827 (1930). 




Abb. 83. Vitamin B^-Mangel bei 
der Ratte. (Nach R (‘a der.) 
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Erscheinen der polyneuritischen Symptôme das Vitamin Bj hinzii, heilt die 
Avitaminose ab und es bleiben die Erscheinungen der Avitaminose B4 be- 
stehen. Man kann sie jederzcit durch B^-Ziilage heilen oder verhüten. 

Die hauptsàchlichsten Erscheinungen der B4 -Avitaminose bestehen in 
Muskelschwâche, Koordinationsstôrungen, Ataxie, Drebbewegungen, Schwel- 
lung und Rotung der Pfoten. Die Tiere sitzen in typischer Stellung mit hoch- 
gebogenem Rücken. Sie zeigen spastischen Gang. Die Gewichtszunahme hort 
auf, obne dafi Gewichtsverliiste eintreten. Wahrscheinlich ist aiich die schwere 
Sinusbradykardie, die Drury und Mitarbeiter beschreiben, eine Folge des B4- 
Mangels, wie überhaupt vicie, der für den Bj-Mangel als spezifisch beschriebenen 
Symptôme, auf B4-Mangel beruhen. Die Avitaminose B4 führt unter Kollaps- 
erscheinungen zum Tode. 

Nebenstehendc Abb. 83 zeigt eine typiseh an Vitamin B4-Mangel erkrankte 
Ratte. Ans Abb. 84 geht auBerdern hervor, daB bei der B4-Avitaminose die 
Zugabe der Vitamine Bj und Bg selbst in Dosen, die den Bedarf der Ratte bei 
weitem übersteigen, auf die Gewichtskurve ohne Wirkung bleibt. (In der Abbil- 
dung wird das Vitamin B4 noch mit B3 bezeiehnet.) 


II. Die biologische Auswertung des Vitamins B4 
A. Versuchstiere 

Als Versuchstiere dienen Ratten, da das Vitamin für die Taube entbehr- 
lich ist. 

Je naehdem man den Wachstumstest benutzt oder den kurativen Test, 
nimmt man wachsende oder ausgewachsene Tiere. Sie müssen ans einer 
Zucht stammen, die mit der Kost von Reader unter Zugabe von Bp Bg und 
B 4 sowie mit allen anderen Vitaminen ernahrt wurde. Die Zugabe von B 4 
erfolgt in Form eincs Konzentrats zu 2 — 3 TE. pro die. B g wird als auto- 
klavierte Hefe der Kost einverleibt, B4 in Form eines Konzentrats zugelcgt. 

Die Haltung der Tiere erfolgt wie bei anderen Versuchen. 


B. Kostmischung 

Als B4- und B4-freie Kostmischung dient folgonde naeh Reader: 

Casein Glaxo, frci von Vitaminen. 20% 

Reisstarke "70 % 

Agar-Agar 2 

Mc Col lu ms Salzgemisch .... 5% 

Lebertran 3 % 

Wasscr ad libitum. 

Die Tiere fressen davon tàglich etwa 10 — 15 g. 

Halliday 2) bat neuerdings die Kostmischung von Sherman -Chase 
(s. unter R^-freie KostforriKm) mit Erfolg zum Studium d(‘s B 4 -Mangels b(;nutzt. 
26 — 28 Tage alte Tiere erhielten die Diât, die mit caseinfrekr Milch aïs Bg-Zulagc? 
ergiinzt wurde. 


2) Halliday, J. of biol. Chem. 96, 479 (1932); 106, 29 (1934). 
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C. Die einzelnen Testmethoden 

1. Der Wachstumstest auf Vitamin B 4 

Junge Ratten, die auf der Readerschen Kost imter Zugabe aller B-Vita- 
mine, auch des Vitamins B 4 , gehaltt^n wurden, bis sie ein Gewieht von etwa 
50 — 60 g erreicht haben, werden weiter mit derselben Diât, aber unter Wog- 
lassung des Vitamins B 4 gefüttert, bis sie Gewichtsstillstand zeigen. Es ist 
auch zulàssig, die Tiere zunàchst vollig B-frei zu ernàhren und erst dann, wenn 
sie aufhoren zu waehsen, die Vitamine Bj und Bg zu verabreichen. Erst wenn 
die Tiere daraufhin nicht an Gewieht zunehmen, sind sie für die Auswertung 
brauchbar. Erfolgte schon auf Zulage der Vitamine Bj und B^ Gewichts- 
anstieg, muB mit der Zugabe der zu prüfenden Siibstanz gewartet werden, bis 
das Gewieht auch naeh Verdoppeliing der Dosen konstant bleibt. 

Der Gewichtsstillstand tritt meist naeh 2 — 3 Woelien ein. Eine Verdoppc- 
limg der B^- und Bg-Dosen ist dann meist ohne EinfluB. Die Zugabe der Vita- 
mine B 4 und Bg ist wiehtig, da nur bei Anwesenheit aller Vitamine der B-Gruppe 
Waehstum moglieh ist. 




Abb. 85. Typische Kurven beim ,,adult cnrativ“ Test anf Vitamin B^. 

(Naeh Reader.) 

Die Zugabe der zu prüfenden Substanz hat getrennt vorn Futter zu er- 
folgen. Das Gewieht rnuB wochentlich 3 mal kontrolliert werden. Man ver- 
gleicht dabei arn besten die Wirkung der unbekannten Substanz mit einein 
Standard, den man sich selbst herstellt. Ein Vergleich der absoluten Zunahmen 
ist nur auf derselben Kost und irn selben Labor zulàssig. Ein Testbeispiel wurde 
in Abb. 84 gcbracht. 


2. Der „adult curativ‘‘-Te 8 t 

Man benutzt ausgewachsene Ratten, die auf obiger Diàt unter Zugabe aller 
B-Vitamine gehalten wurden. Man vermeidet dadurch Schwankungen in der 
Reaktionsfâhigkeit. Die Tiere erhalten weiter dicselbe Kost unter Weglassung 
der Vitamine B 4 und B 4 , bis sie eine Potyneuritis entwickeln, was in etwa 
4 Wochen bei 50% der Ratten der Fait ist. Es treten dann Konvulsionen, 
Ataxie, Sehwàche, Rotung der Zehen und partielle Paralyse der Hinterbeine 
auf. Die Béribéri wird nun dureh Zugabe von B 4 zur Heilung gebraeht. Es 
bleiben die für den B 4 -Mangel charakteristischen Erscheinungen bestehen. 
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Erfolgt in diesem Stadium keine B4-Zufuhr, so gehen die Tiere im Laiifc von 
10 Tagen nnter Kollapserscheinungen ein, 

Füttert man rechtzeitig, also gleich nach dem Verschwinden der Poly- 
neiiritis einc B4-haltige Substanz, so sind die Tiere schon nach 2 Tagen aktiver 
und nach ctwa 1 Woche vollig gesund. Man bestimmt auBerdem regelmâBig 
das Gewicht und beniitzt die Gewichtszunahine als Nebenkriterium der B4- 
Wirkung. 

Wiird(î die Batte durch di(î zii prüfendc^ Substanz ^(dieilt, so kann das Tieî‘ 
noohmals für den Test Verwendiing finderi. Man füttert dann Solange B 4 , bis das 
normale Gewicht erreicht ist, und setzt es dami wieder auf die Mangelkost. Es 
erscheint nun zum zweiten Male, bei etwa demseibc'ii Gewicht wie zuvor, die Poly- 
neuritis. Reader hat mit Erfolg bis zu 4 Substanzen am sc'llx'u Tier ausg(‘wert(‘t 3). 


III. Vorkommen des Vîtamins B4 

Das Vorkommen des Vitamins B4 ist im allgemeinen eng an das des Vita- 
mins B| geknüpft. B4 findet sich reichlich in Hefe und kann hieraus getrennt 
vom B^ gewonnen wcrden. 

IV. Darstellung des Vitamins B4 

Die beiden Mcthodeii, die wir zur Darstcdlung B4-haItiger Konzentrate 
kennen, beruhen auf der Eàllbarkeit dieser Substanz durch Merkurisnlfat in 
saurer Losung und zweitens auf der leichten Adsorbierbarkeit in stark saurer 
Losung durch Norit. Mit beiden Methoden gclingt die vollkommene Trennung 
von Vitamin B^. 

1. Die Adsorption des Vitamins B 4 an Norit 

Die Méthode wurde bereits bei der Darstc'Ilung Vitamin Bi-haltig('r Konzentrate' 
beschrieben. Siehe K innersley- Peters ( 8 . 193). Man ('rhalt eine Substanz, die 
auBer B 4 auch noch das Vitamin Bj enthalt. 

2. Die Fallung des Vitamins B 4 durch Merkurisulfat 

Die Darstellung und Eallung des Hefeextrakts mit Merkurisulfat wurde 
bereits bei Kinnersley (S. 192) beschrieben. Man verarbeitet den Nied(‘r- 
sclilag wie folgt weiter: 

Der Nied(‘rschlag ans einer Extraktmenge, die 40 Ibs entsprieht ( 1 Ibs — 453,29 g), 
wird gewaschen, bis die Losung mit Bromthymolblau Blaufarbung gibt. Dann sus- 
ptaidic'rt man ihn in 6 Imiter Wasser und leitet 4 Stund(‘n lang Schwc'h'lwasserstoff hin- 
durch. Man filtriert ab und engt das Filtrat im Vakuum Ixà 40 — 60*Gnn. Das Filtrat 
wird mit Natronlaiige auf pjj — 3 gebracht und auf 1 Liter konz(>ntri('rt. Dann stellt 
man P 14 — 4,5 her und versetzt di(> Losung mit dersellK'ii Merige Alkohol. Man laBt 
24 Stunden im Fissehrank st(;h(m. Es wird filtriert, der Niedersehlag vi'rworft'ii. 
Das Filtrat wird im Vakuum vom Alkohol befreit und auf 400 ccm eingeengt. Man 
gibt Aceton bis zur Konzentration von 80% zu und laBt 12 Stunden b('i Zimmer- 
t('mperatur stehen. D('r Niedersehlag wird vc'rworfen. Das Filtrat (aigt man im 
Vakuum (IniK'ntemperatur niti übc'r 60®) auf 200 ccm l'in, liiBt 2 Tage im Eisschrank 
stehen und filtriert. Das Filtrat ist in Dosen von ^/ 2 o — V 40 wirksam. Zur Auf- 
bewahrung wird es auf pjj = 4 eingestellt und mit 20% Alkohol versetzt. 

3) Reader, Biochemic. J. 24, 1827 (1930). 
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3. Darstelliing eines krîstallisiertéii Pra parais Dach Barnes- 
O’B rien-Reader 4), 4a) 

Nach der bei Vitamin beschriebenen Méthode von Peters imd Mit- 
arbeitern (S. 193) stellt man sich aus 50 kg Hefe ein Kohleadsorbat her, das 
neben Vitamin anch das B 4 enthàlt. 

Uninittell)ar nach Ocr Adsorption wird die Kohle abgesaiigt und mit vercîünnter 
Schwefelsaure gewaschen (pjj = 1 ). Dami wird sic mit 5()%igem Alkohol, der ge- 
niigend Salzsàure ('nthalt, nm die iiber der Kolde stehende L()sung aiif das pjj 1 
zu bringen, bed('(;kt. 4 Extraktionen mit Alkohol (jedesmal 800 ccm) werden ans- 
geführt. Dabei erwarmt man aiif dem Wasserbad auf 70*^. Es wird h(dB filtriert. 
Man vereinigt die gesamten Extraktc^ imd stellt anf p^ =3 (mit Natronlaug(0 ein. 
Die Lôsimg wird im Vakiinm vom Alkohol befreit. Das Endvolumen soll 1500 ccm 
b(‘tragen. Die Lcisiing wird liber Naclit im Eisschrank aufbe'wahrt. 

Der Extrakt wird wieder anf pjj — 3 eingestellt nnd mit 350 ccm Deniges 
Merkurisulfatreagens vi'rsetzt. Nach einstündigem Stehen wird filtrii'rt. Der 
Niederschlag wdrd verworfim. Das überschüssige Siilfat wird ans dem Filtrat dnrch 
Fiillnng mit heiBer Barytlosnng bis zum pjj 2 entfernt. Nach weiti'ren 2 Stunden 
wird abfiltriert nnd das Filtrat mit Natronlange anf pjj = 4 gebracht. Die Losung 
wird 4 Stnnden lang mit Sehwefelwasserstoff behandelt. Das übcTschiissige Gas 
wird im Vaknnm entfc'rnt (Temperatnr nie über 30“). Die Eosnng wird iiber Nacht 
kalt anfbewahrt (etwa 200 ccm). Dit* aktive Snbstanz wird im Gegensatz zn früheren 
Untersnchnngen hier nicht dnrch Mi'rknrisnlfat gi'fallt. Die Ursache liegt darin, 
daB die Fallnng mit di'in Kohleelnat erfolgt, wahrend frnher die Fallnng direkt 
vom Hi'feextrakt ansging. 

Die Lësimg wird nnn weiti'r anf p^ - (5 gebraidit nnd mit 50 {;cm eini'i* 
10 %igen Phosphorwolframsanrelosnng (vor d(‘r Fallnng wi'rden 10 g der 1 : 24 Sanre, 
die nachWn5) dargestellt wnrde, in 50 ccm Wassi'r gi'lôst, mit 20 %iger Natron* 
lange anf pjj - 0 gebracht, anf 100 ccm anfgefiillt) via’setzt. Dann fiigt man 5 %ige 
Schwefelsanre hinzn, hm pjj 3 ('rreicht ist nnd stellt die? Losung iiber Nacht in 
den Eisschrank. Am niiehsten '^l’agi* filtriert man und verwirft di'u Nii'di'rschlag. 
Znm Filtrat gibt man Schwefelsaure bis znm pjj ^ 1 . Die Losung wird wiiMler 
24 Stnnden im Eissclirank anfbewahrt. Der Niedi'rschlag, der die gesamte wirksame 
Snbstanz (‘nthalt, wird abfiltriert. 

Der Niederschlag wird in d(T khu’nsten Menge 50%igem Alkohol (etwa 100 ccm) 
auf dem Filti'r gelost (heiB) und die Losung 24 Stnnden in dt'r Kalte aufbi'wahrt. 
Aile in heiBem Alkoliol unlôslichen Stoffe w'erd(*n V(‘rworf(‘n. 

Am nachsten Tage wird der gelbe Nied(‘rschlag, <ler gewohnlich kristallin ist, 
abfiltriert und in 50%igem Aceton g(‘lost. Dii^ Losung wird mit kalt gesilttigter 
Barytlosnng versetzt (bis znm Umschlag von Phenolphthalein). Man schiittelt 
noch 5 Minnten und filtriert so schni'll als môglich ab. Dit' Jwosnng wiril mit Schwefel- 
saure angc'saufat (pjj = 3). Das Filtrat des Harinrnsnlfats (etwa 250 ccm), das 
30 — 40% A(;eton laithalt, bat im Knbikzi'ntirneter etwa 10 — 15 Rattiaieinheiten 
( , ,adu 1 1 c 1 1 rati v ‘ ‘ - test ) . 

Die Losung wird im Vaknnm von Aci‘ton Ix'frc'it, auf 50 ccm eingeiaigt. Man 
gibt 5 ccm konzentrierte Salzsanre hinzn nnd erhitzt auf dem Wasserbad fur 1 l)is 
2 Stnnden, bis einc’! positive Pentose-Orcinol-Reaktion erreicht ist. Miâst genügt 
einstündiges Erhitzen, 

Man engt auf dian Wasserbad anf 10 ccm l'in nnd versi'tzt mit 20 ccm Aceton. 
(Etwa entsteh(‘nd(‘r Niederschlag wird verworfm.) Die Losung wird mit 70 ccm 
Àth(‘r versiîtzt nnd nach gutem Umrühren in Eis 12 Stnnden anfbewahrt. Dann 
ist ein kristallisiertes Produkt mtstanden, das aus einem Gemisch von 1 Teil Wasser, 
5 Teilen Aceton nnd 50 Teilen Àthi-ïr umkristaüisiert wird. 


4) Barnes-O ’Brien-Readiîr, Biochernic. J. 26, 2040 (1932). 

4a) Kinnersley -Reader -Peters c. s., Biochernic. J. 27, 225 (1933); Nature 
(Lond.) 1933, 131, 617. 

5) Wu, J. of biol. Chem. 43, 189 (1920). 
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Die Substanz hat die Zusammensetzung C 4 H 4 N 4 HCI 1/2 H ^O. Sie ist loslich 
in. Wasser, iinlôslich in absolutem Alkohol nnd Aceton. Das Pikrat schmilzt bei 278®. 
Pauly-, Fehling-, Millon- nnd Tollenssche Reaktionen sind negativ. Die 
Substanz vertràgt einstündiges Kochen mit 20 %iger Salzsâure ohne Verlust der 
Wirksamkeit. Sie hait sich in einer aceton- oder alkoholhaltigen Lôsung un- 
begrenzt. In wâBriger Lôsung tritt selbst bei 0 ® Verlust der Wirksamkeit auf. 
Die Substanz ist alkalilabil. Erhitzen der Kristalle mit 10%iger Natronlauge zer- 
stôrt schon nach 10 Minuten. Die Kohleextrakte enthalten aus 50 kg Hefe etwa 
4500 — 6500 Ratteneinheiten. Nach der Hydrolyse betrâgt die Ausbeute durch- 
schnittlich 3000 Ratteneinheiten. Die Wirksamkeit im Eluat der Kohle ist 9 — 10 mg 
pro Ratteneinheit. Nach der Merkurisulfatbehandlung sind 4 — 6 mg pro Einheit 
erforderlich und nach der Phosphorwolframsâurereinigimg nur 0 , 2 — 0,5 mg. Die 
Wirksamkeit der reinen Kristalle betrâgt 0,01 mg für eine Ratteneinheit. 

Man erhâlt 20 — 30 mg Substanz pro Zentner Hefe. 


V. Ëigenschaften des Vitamins 64 

Das Vitamin ist thermolabil. Es wird leichter zerstôrt als das Vitamin 
Bj. Bei 120® und pg = 6 ist Bj^ bestândig, B4 wird zu 50 % inaktiviert. Auto- 
klavieren der Hefe zerstôrt beide. Das Vitamin B4 ist loslich in Wasser, un- 
lôslich in absolutem Alkohol oder Aceton. 



Es wird durch Merkurisulfat in saurer Lôsung, auch durch Phosphor- 
wolframsâure gefàllt. Es ist in stark saurer Lôsung an Norit adsorbierbar. Die 
Fâllbarkeit mit Merkurisulfat hàngt ab vom Reinheitsgrad der Lôsung (s. S. 240). 

Das Optimum der Fàllung mit PhosphorwoLframsàure liegt bei pn — 2,5 
bis 1,0 6). 

Das Vitamin ist in Hefeextrakt an Pentose gebunden und muB, bevor es 
kristallin dargestellt werden kann, durch Hydrolyse getrennt werden. 


6 ) Barnes-O ’Brien-Reader, J. of Physiol. 76 (1932). 
B O m s k O V , Vitaminforsdiung 
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Moore 7) fand beim Tier eine erheblicho Speicherung des Vitamins B 4, das 
,von der Mutter an die erste Génération und von dieser auch an die zweite in fal- 
lender Linie abgegeben wird. 

TschescbeS) konnte nacb der beschriebenen Méthode kristallisierte Prâ- 
parate gewinnen, die aufier in der B4-Wirksainkeit in allen ihren Eigenschaften 
sich wie reines Adeninhydrochlorid verhalten. Heard9) fand aber reines 
Adenin voUkommen ohne B4-Wirkung. Auch Reader ist der Ansicht, daB 
das Vitamin B4 am dargestellten Adenin haftet 10) . 


Das Vitamin B5 1) 

1. Die Erscheinungen der Avitaminose B 5 

Das Vitamin B^ ist ein auBerordentlich stabiler Taubenfaktor. Der Ge- 
wichtssturz bei Tauben, die nur mit poliertem Reis emàhrt werden, karin nicht 
durch Zugabe von B^ aufgehalten werden, wohl aber durch Hefeextrakte 
(Noritadsorbate, die durch 50%igen sauren Alkohol eluiert wurden). 

Füttert man Tauben mit Reis und B^ + B^, so hort die Gewichtsabnahme 
auf. Es tritt aber keine Gewiclitszunahme ein. Das Vitamin B 5 ist also ein 
„maintenance“-Faktor, der das Gewicht konstant hait, aber nicht zu Wachstum 
führt. 

Bei Reisemàhrung bleibt das Gewicht der Taube etwa 30 Tage lang kon- 
stant (Versuche kônnen nicht gut über 30 Tage ausgedehnt werden, da dann 
die Reisemàhrung auch anderweitig für die Taube nicht genügend ist), aber nur, 
wenn man 1 g Marmite pro die zugibt. 

1 g Marmite enthàlt etwa 4,3 Taubeneinheiten Vitamin B^. Legt man diese 
Menge als Bj-Konzentrat hinzu, tritt trotzdem Gewichtsabnahme ein. Selbst 
bei Zugabe groBer Bj-Dosen kann das Gewicht der Tiere nicht auf derselben 
Hôhe gehalten werden. 

Gewichts-maintenance tritt nur dann ein, wenn Zugabe eines Kohle- 
extrakts aus Hefe erfolgt, der den dafür notigen Faktor enthàlt. Man stellt sich 
diesen Extrakt aus dem Kohleadsorbat der Hefe durch Elution mit 50%igem 
Alkohol unter Zusatz von Sàure her. Ein Kohleeluat mit n/10 Salzsàure, das 
reichlich Vitamin Bj enthàlt, ist wirkungslos. 

Das Vitamin Bg, wie der neue Faktor genannt wird, ist verschieden von 
den bisher bekannten Vitaminen der B-Gruppe. Es ist nicht identisch mit 
Bg, das zu Gewichtsanstieg führt und auBerdem thermolabil und alkalilabil 
ist. Das Vitamin Bg ist im Gegenteil stabil gegen Hitze und Alkali und kommt 
noch dazu im Kinnersle y -Extrakt vor, der überhaupt kein Vitamin Bg ent- 
hàlt. Der neue Faktor kann auch nicht mit Vitamin Bg identisch sein, da Bg 
ebenfalls in dem Kinnersley- Extrakt fehlt. Eine Identitàt mit B4 konnte 


7) Moore, Amer. J. Physiol. 102, 581 (1932). 

8) Tschesche, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 581 (1933). 

9) Heard, Nature (Lond.) 1933, 617. 

10) Reader, Nature (Lond.) 1933, 131, 617. 

1) Carter-Kinnersley-Peters, Biochemic. J. 24, 1832, 1844 (1930). 
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ausgeschlossen werden, da Zugabe von B 4 selbst in hohen Dosen nicht die main- 
tenance-Wirkung besitzt. Auch die Zufuhr von + B 4 ist nicht imstande, 
das Gewicht konstant zu halten. 


II. Die biologische Auswertimg des Vitamins B5 

Als Test auf Vitamin Bg gilt ein maintenance -Test, wie er bereits unter Vita- 
min Bi beschrieben wiirde. Man arbeitet mit ausgewachsenen Tauben und ernâhrt 
sie 30 — 36 Tage mit poliertem Reis. Das Vitamin B^ wird in Form eines Konzentrats 
verabreicht. Négative Kontrollen nehmen stândig an Gewicht ab. Behandelt man 
die Tiere mit einer Bg-haltigen Substanz, so bleibt das Gewicht konstant auf der- 
selben Hôhe stehen. Wahrend der Versuchsdauer mufî Lebertran verabreicht 
werden. Zulage von Casein zur Reiskost bessert den Zustand der Tiere nicht. Reis 
allein ist etwa 40 Tage lang für die Taube unter Zusatz aller Vitamine vollwertig. 


III. Vorkommen des Vitamins B5 

Das Vitamin Bg ist reichlich in Hefe und auch in Weizen vertreten. 
Eine Tabelle über das Vorkommen der gesamten B-Vitamine sei im folgen- 
den gebracht. 


Tabelle 89. 1850. C. W. Carter, H. W. Kinnersley and R. A. Peters 


Substance 


B,* **) ) 

B, 

B*) 

[B.] 

Whole wheat 

+ 

+ 

+ 

? 

+ 

Steamed wheat 

— 


+ 

V 

+ 

Fresh marmite 


+ 

Trace 

+ 

+ 

Alkalised marmite 

— 

+ 

— 

— 


60% alcohol extracts of norite (Y) ... 

+ 

— 

Trace 

+ 

+ 

N/ 10 HCl extracts of norite (X) 

+ 

— 

[Trace ?] 

♦♦♦J 

i — 


IV. Darstellung des Vitamins B5 

Die Darstellung eines Vitamin Bg-Konzentrats kann aus Hefe geschehen. 
Man stellt zunâchst nach den oben gegebenen Vorschriften einen Hefeextrakt 
lier und adsorbiert die Vitamine an Kohle. Durch Elution der Kohle mit 
50%igem angesàuertem Alkohol erhàlt man einen Extrakt, der neben B 4 
auch B 5 enthâlt. Das Vitamin B 5 kann durch Autoklavieren von den labilen 
Vitaminen der B-Gruppe getrennt werden. 

Das Vitamin Bg zeigt hinsichtlich Lôslichkeit und Adsorbierbarkeit dieselben 
Eigenschaften wie B^. Es wird nicht gefâllt durch Bleiacetat oder Baryt. Es ist 
an Kohle adsorbierbar. Im Gegensatz zum B^ wird das Vitamin Bg nicht durch 
Salzsâure eluiert, sondern nur durch alkoholische Sâure. 

Das Vitamin Bg ist im Gegensatz zu den meisten B-Vitaminen aufîerordentlich 
stabil und vertragt Autoklavieren. Erhitzen auf 100® mit n/2 Alkali zerstôrt das 
Vitamin nicht. Ebenso ist es gegen Autoklavieren in alkalischer Lôsung bestândig. 

*) Vitamins B g and B 4 hâve not been shown to be needed by the pigeon. 

**) A few experiments indicate that vitamin B g in YB ist not destroyed by 
heating for 36 mins. at 100® in presence of N/2 NaOH. Such a treatment we hâve 
found previously destroys vitamin B 4 . 

* * * ) X préparations hâve been sometimes found to contain vitamin B 4 (Reader). 

16 * 
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Das Vitamin F 

Sure -Kik- Smith 1 ) bezeichnen den Wachstumsfaktor des Vitamins Bg, das 
früher für einheitlich gehalten wurde, mit F. Die Substanz vertrâgt Cstündiges 
Autoklavieren bei 126® und pg- = 9 unter 9 Atm. Druck. Durch diese Behandlung 
wird der Pellagraschutzstoff inaktiviert. 

Die Substanz F ist demnach mit dem Flavin von Kuhn - Gy ôrgy und Wagner - 
J auregg identisch. Untersuchimgen hierüber liegen jedoch nicht vor. 


Der Faktor Y 

Chick und Copping 2) machten die Beobachtung, dab junge Ratten, 
die mit einer vollwertigen Kost ernàhrt wurden, unter Zugabe der Vitamine 



Abb. 87. Gewichtskurven von Ratten auf 
einer Grundkost mit einer Vitamin B^-Zu- 
lage (Peters Konzentrat) und Bg-Zulage 
als autoklavierte Hefe (Diet I) oder als 
Eier-Weifi (Diet II). 


A, D, und B 4 , das Vitamin Bg 
aber in Form von HtihnereiweiB 
erhielten, anfangs gut gediehen, 
aber nach 3 — 4 Wochen das Wachs- 
tum einstellten. Zugabe von auto- 
klavierter Hefe führte zu neuem 
Wachstum. Hefe enthàlt also eine 
Substanz, die im Weifîen des Eis 
fehlt. Sie ist verschieden von den 
bisher bekannten Vitaminen und 
wird mit Y bezeichnet. 

Füttert man zwei verschie- 
dene Kostformen, die sich nur in 
der Bg-Zulage unterscheiden, also 
einmal autoklavierte Hefe und 
ein andermal EiereiweiB enthal- 
ten, so tritt auf der zweiten Kost 
sehr bald Wachstumsstillstand 
auf. Siehe Abb. 87, aus der au ch 
die Wirkung der Hefezugabe er- 
sichtlich ist. 

Die in der Hefe vorhandene, 
im Ei fehlende Substanz kommt 
vor in Leber und grünen Blâttem. 
Sie ist leicht lôslich in Wasser und 
an Kohle adsorbierbar. Der Fak- 
tor Y ist im B^-Extrakt von Kin- 
nersley vorhanden. Er ist gegen 
Temperatur aufierordentlich stabil 
imd vertrâgt 4stündiges Erhitzen 
auf 120® bei pn = 10. Über eine 
evtl. Identitàt mit Bg siehe S. 228. 


1) Sure -Kik- Smith, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med, 28, 489 (1931). — 
Sure-Thatcher-Walker, Arch. of Pathol. 11, 413 (1931). — Sure, J. agricult. 
Res. 37, 87 (1928). 

2) Chick-Copping, Biochemic. J. 24, 1764 (1930). 
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Der Faktor R 

Der Faktor K ist das unlôsliche Vitamin. Er ist enthalten in den Hefe- 
rückstânden, die bis zu 14mal oder mehr mit Alkohol steigender Konzentration 
extrahiert wurden. Aile anderen Vitamine werden dadurch entfemt. Das 
Fehlen des Faktors R ruft nur eine Abflachung der Gewichtskurve hervor, 
ohne klinische Symptôme. Das Vitamin ist nach bisherigen Angaben nur für 
Ratten notwendig. 

Ratten auf einer vollstàndigen Kost, die aile Vitamine enthàlt, wachsen 
zwar, doch kann das Wachstum bedeutend verbessert werden dnrch Zugabe der 
vôllig extrahierten Heferückstànde. Das Vitamin ist in Wasser, Sàuren, Alkohol 
unlôslich und bleibt selbst bei 14maliger Extraktion mit 0,1 %iger Essigsàure 
im Rückstand. Der Faktor ist thermostabil und gegen Sàuren bestàndig, 
5stündiges Erhitzen auf 120® bei pj^ = 5 zerstôrt nicht. Bei p^ = 9,4 wird 
er schnell vernichtet. 

Biologischo Auswertung des Faktors K 3), 4), 5) 

Zum Nachweis des Faktors R bedient raan sich der Gewichtsmethode. 
Jiinge Ratten, 4 Wochen ait, werden in Einzelkâfige gesetzt und erhalten 
ad libitum die Sherman- S pohn-Diàt. Das Casein muB gereinigt werden. 
Man verrührt es zu diesem Zweck mehrere Stunden mit 65%igem Alkohol 
in der Hitze. Man làBt absitzen und hebert die alkoholische Lôsung ab. Dann 
wiederholt man denselben Vorgang mit Wasser, rührt bei Zimmertemperatur 
1 Stunde und làBt über Nacht stehen. Die Wasserextraktion wird im ganzen 
4 mal wiederholt. Zuletzt verrührt man das Casein mit 80%igem Alkohol 
und trocknet. 

Die Kost muû aile Vitamine der B-Gruppe enthalten. Die Tiere werden 
in Serien aufgeteilt. Eine bleibt unbehandelt und dienf als négative 
Kontrolle, eine andere erhàlt eine bestimmte Dosis der vôllig extrahierten 
Hefe und eine dritte erhàlt die entsprechende Menge der nicht extrahier- 
ten Hefe. 

Aus der Zuwachswirkung kann man auf den Gehalt an Faktor R einen 
SchluB ziehen. 

Erschôpfende Extraktion der Hefe 

Man tràgt 2500 g Hefe in 10 Liter kochenden Alkohol ein und làBt 1 Woche 
lang stehen, indem man inehrmals tàglich gut verrührt. Dann wird durch eine 
Filterpresse abfiltriert. Man wiederholt denselben Vorgang mit 76%igem Alkohol, 
dann mit 90%igem Alkohol und schlieBlich mit 95%igem (4 bzw. 2 bzw. 1 Tag 
extrahieren). Man erhàlt einen Rückstand, der etwa 1993 g wiegt. Die Extrakte 
werden auf 2500 ccm eingeengt und mit Wasser auf 5 Liter verdünnt und 
dann mit je 200 g Fullererde zweimal geschüttelt. (Vorher mit Eisessig pu auf 3 
einstellen.) 

Aus der Fullererde bzw. aus der Lôsung stellt man sich die Vitamine Bjl und 
B 2 her. Nach neueren Angaben von Hunt c. s. ist der Faktor R doch teilweise 
im Hefeextrakt, aber scheinbar in abzentrifugierbarer Form vorhanden. Er kann 
von Fullererde adsorbiert werden imd ist nicht eluierbar. 

3) Hunt c. s., J. of biol. Chem. 79, 724 (1928); 90, 279 (1931). 

4) Lewis-Rymer, J. of biol. Chem. 100 (1933). 

5) Williams-Lewis, J. of biol. Chem. 89, 275 (1930). 
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Das Vitamin H 6), 7) 

Gryôrgy fütterte junge Ratten mit einer Diât, die aile bekannten Vitamine 
in genügenden Mengen enthielt und konnte damit eine generalisierte Haut- 
erkranknng hervorrufen, bei der aber Pellagrasymptome fehlten. Es handelt 
sich eher um einen Status seborrhoicus mit Übergang in Erythrodermie. Die 
Erkrankung ist gekennzeichnet durch Hautentzündungen an den Achsel- 
hôhlen, Leistenbeugen und Urethra. Spàter tritt Schuppenbildung, Juckreiz, 
Haarausfall, ausgedehnte Desquamationen, vor allem am Bauch auf, unter 
Bildimg borkiger, panzerartiger Auflagerimgen. Gelegentlich sieht man Haut- 
eiterungen und Abszesse. Die Erkrankung ist durch Zufuhr der fehlenden 
Substanz in wenigen Tagen heilbar. 

Bei der Entstehung wirken wahrscheinlich übermàBige Fettzufuhr und 
Mangel an Vitamin H in gleicher Weise mit. Das Vitamin H ist nicht, wie von 
Roscoe angenommen wurde, ein Teilfaktor des Vitamins B 8). 

Das Vitamin kommt vor in Hefe, Kartoffeln, Leber und Niere. Kuhmilch 
enthàlt mehr als Frauenmilch. Das Vitamin ist wasserloslich, hitzestabil, aber 
gegen Oxydation empfindlich. Die angewandte Kost war der Goldberger- 
schen Pellagra erzeugenden âhnlich. 

Intéressant ist eine Feststelhing von Gundel, Gyôrgy und P a gel, die zeigten, 
daÛ ein bisher unbekaunter, zur Diphtheriegruppo gehôrender Kranklieitserreger 
bei H-frei emâhrten Ratten pathogen wirkt. Zufuhr von Vitamin H verhütet die 
Erkrankung. 


Das Vitamin C i), 2), 3) 

Der Skorbut, über dessen Entstehung die verschiedensten Ansichten 
herrschten, wurde 1907 — 1912 durch die klassischen Untersuchungen von 
Ho Ist und Frôhlich als Avitaminose erkannt. Das antiskorbutische Vitamin 
bezeichnen wir heute mit Vitamin C oder Vitamin C^, zur Unterscheidung vom 
Euler schen Vitamin Cg. 

I. Die Avitaminose C 3), 4) 

1. Der Skorbut 

Der klassische Skorbut ist wohl sicher keine reine C-Avitaminose, sondern 
beruht ebenso auf Mangel an den Faktoren der B-Gruppe. In analoger Weise 
ist vielleicht die Sprue eine kombinierte Avitaminose, bei deren Entstehung 
wohl auch der C-Mangel eine RoUe spielt. Die Erscheinungen des Skorbuts sind: 

6) Z. àrztl. Forbildg 28, 377 (1931). 

7) Vgl. Stepp-Kühnau, Handbuch der normalen und pathologischen Physio- 
logie 18, 1400 (1932). 

8) Roscoe, Biochemic. J. 27, 1533, 1537 (1933). 

1) Sherman- Smith, The Vitamins. New York 1931. 

2) Browning, The Vitamins. London 1931. 

3) Aschoff, Der Skorbut. Jena 1919. 

4) Stepp-Voit, Neue dtsch. Klinik 10 (1932). 
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1. Gingivitis, Schwellung des Gaumens, Lockerung der Zâhne. 

2. Hàmorrhagien und schmerzhafbe Schwellungen an den Gelenken, be- 
sonders am Kniegelenk. 

3. Anàmie, die aber nicht sicher auf C-Mangel beruht. 

4. Charakteristische Knochen- und Zahnverànderungen. 

Für Skorbut besonders charakteristisch sind die Blutungen, die auf der 
Insuffizienz der EndothelzeUen beruhen, intrazellulare Edttsubstanz zu pro- 
duzieren und zu erhalten, weiter die Zahn- und Knochenverànderungen. Die 
Zahnverànderungen kommen durch Umwandlung der Odontoblasten in Osteo- 
blasten zustande, die zur Bildung von Knochen an S telle von Dentin führt. 
Dabei kommt es zur Verkalkung des Dentins und zur Bildung einer sog. inneren 
Dentinschicht zwischen Prâdentin und Osteoblastenschicht. Die Knochen- 
verànderungen zeigen oft osteoporotische Bilder mit Frakturen. Sie beruhen 
auf vôlliger Désorganisation der Knorpelzellen. Typisch sind Ablôsungen der 
Epiphyse, Blutungen im Markraum und an den Frakturstellen. Skorbutiacher 
Knochen zeigt im Rôntgenbild typische Veràndenmgen. 

2. Die Erschemimgeii des experimentellen Skorbuts beim Meerschweincheii 

Die Ernàhrung eines Meerschweinchens mit einer C-freien Kost führt in 
etwa 14 — 20 Tagen zum Symptomenkomplex des Skorbuts. Gelenkachwellungen 
Hàmorrhagien, Zahnverànderungen und Frakturen bilden auch hier die augen- 



Abb. 88. Gewichtskurven von Meerschweinchen auf skorbutogonor Kost mit und 
ohne Ascorbinsàurezulagen. (Nach Mercks Jahresberichte.) 


fàlligsten Erscheinungen. Das Gewicht zeigt nach einem durch die Kost- 
ànderung bedingten vorübergehenden Abfall (3 — 4 Tage) einen Anstieg bis 
etwa zum 12. — 15. Tag. Dann tritt Gewichtsstillstand ein und schheBlich 
Gewichtssturz um oder des Anfangsgewichtes. Der Tod erfolgt regel- 
màBig nach etwa 30 Tagen, spàtestens nach 40 Tagen. 
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Wâhrend der zweiten Versuchswoche vennindert sich der Appétit der 
Tiere und die Munterkeit lâBt nach. Die ersten sichtbaren Verânderungen be- 
stehen in einer Auftreibung und Schwellung der Gelenke der hinteren Extre- 
mitaten, so dafi die Tiere sie schonen und nicht mehr richtig gehen. Sie liegen 
meist auf der Seite und strecken das schmerzende Glied von sich. Bei Berührung 
sind SchnierzàuÛerungen festzustellen. In diesem Stadium hôrt die Gewichts- 
zunahme auf, Das Fell erscheint unsauber und struppig. Die Tiere sitzen un- 
bewegJich im Kàfig. Der Gewichtsverlust tritt ein. Schlieôlich liegen die Tiere 
ganz auf der Seite und verweigem die Nahrungsaufnahme. Typisch ist die 
80g. Skorbutstellung („face ache position'*), bei der sie auf der Seite liegen und 
den Kopf aufstützen. Frakturen sind bei jungen Tieren nicht selten. Altéré 
entwickeln ledigHch eine Steifheit oder Paralyse in den Beinen. 

Sektionsbefund 

Hâmorrhagien: Bei der Sektion findet man stets Blutungen in groBer Zabi. 
Dabei sind gevdsse funktionell beanspruchte Stellen bevorzugt. RegèlmaBig 
treten Blutungen auf an den Weichteilen der Kniegelenke, im Unterhautzell- 
gewebe, an der Knochenhaut der Rippen und an der Knorpel-Knochengrenze. 
Blutungen am Brustbein, Vorderbeinen und Blase sind etwas seltener. Zahn- 
fleischblutungen werden nur bei schwersten Fàllen beobachtet. 

Zahnverândcrimgen: Die ersten Erscheinungen des Skorbuts sind schon 
vor Eintreten der klinischen Symptôme an den Zâhnen festzustellen. Die Zâhne 
sitzen bei der Sektion gewôhnlich so lose, daB sie ohne weiteres herausziehbar 
sind. Die Zahnverànderungen treten besonders bei der histologischen Unter- 
suchung zutage, Sie betreffen Dentin-, Prâdentin- und Osteoblastenschicht. 

Wâhrend ein mit Hâmatoxjdin-Eosin gefârbter Schnitt durch den Schneide- 
zahn das Dentin als breite gleichmâBig gefàrbte Schicht zeigt, und das Prà- 
dentin eine schmale, weiBe, unverkalkte Schicht darstellt, ist beim Skorbut 
die Dentinschicht schmal und durch Bildung von Knochen sehr ungleichmâBig 
gefàrbt. Das Prâdentin ist verkalkt und dunkel. 

Wâhrend die Odontoblasten normalerweise eine Schicht vollkommen 
paralleler Zellen bilden, sind sie beim Skorbut unregelmàBig angeordnet und 
schmâler. Sie sind zu Osteoblasten geworden und bilden Knochen. 

Weiter ist eine Erweiterung der BlutgefâBe festzustellen, mit Hâmorrhagien 
in die Pulpa, Atrophie und Résorption des Pulpagewebes und der Pulpazellen. 

Eine Darstellung der Zahnverànderungen geben Hôjer-Westin: 

„Die Odontoblasten geraten in Unordnimg und verlieren nach und nach ihre 
Form. Die Auslàuforverbindungen durch das Prâdentin mit den Tomesschen 
Kanâlen hôren auf und zwischen den Odontoblasten treten rimdliche Zellen vom 
Aussehen der Osteoblasten auf. Gleichzeitig tritt eine amorphe Verkalkung der 
dentinogenen Zone ein, wodurch diese zu einem für Kemfârbung hyperchro- 
inatischen Rande lângs am Innenrande des Dentins hervortritt. Spâter kommt es 
zu einem vollstàndigen Verschwinden der Odontoblastenschicht. An der Innen- 
seite des amorph verkalkten Prâdentins lagert sich gleichzeitig ein Hartgewebe ab, 
das anfânglich durch Verkalkung von zusammengebündelten kollagenen Fibrillen 
zu entstehen scheint, das aber bei femerem Wachstum zu einem Pulpaknochen vom 
Typ des geflechtartigen Bindegewebsknochen, aber von spongiôser imd porôser 
Struktur organisiert. Bei der mitigierten Form treten die Gewebszerstôrungen in 
den Hintergrund. Einzelne Odontoblasten oder Gruppen derselben kônnen lange 
bestehen bleiben. Die Pulpa ândert den Typ von embryonalem Bindegewebe zu 
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reifem Bindegewebe mit Reich tum an Odontoblasten, die un ter sioh die Vorstufe 
des Pulpaknochens, des osteoiden Knochengewebes bilden. Der Pulpaknochen 
wâchst in kràftigen Balken, die sich miteinander gabeln, auf das Pulpazentrum zu. 
Durch positiv aktive Zellen vom Osteoblastentyp, die dem Pulpagewebe das Aus- 
sehen reifen Bindegewebes geben, kommt in der Pulpa eine Neubildung von Hart- 
substanz zustande, die den Bau und die IConstniktion des geflechtartigen Knochens 
annimmt.“ 

Knochenverânderungen: Die K^ochen sind weich und brüchig, Frak- 
turen sind bei jungen Tieren nicht selten. Bei mehr chronischem Verlauf kann 
typischer Rosenkranz auftreten. 

Die skorbutischen Knochonverânderungen wurden besonders von Hojer und 
Tozer sowie Mouriquand und Brouwer, Hess, McCormik und Findlay 
untersucht. 

Wir finden degenerative Veranderungen der Osteoblasten mit einem 
Dünnerwerden des Kjiochens, der aber nicht entkalkt ist. 

Die Knorpelknochengrenze der Rippen zeigt zunàchst àuBerlich Form- 
verânderungen. Histologisch findet man leichte Unordnung der Knorpelzellen 
und der Trabeculae, dann ziinehmende Blutungen im Markraum und sehlieBlich 
eine Verminderung der Dicke des Knochens, besonders nahe am Knorpel. Spàter 
werden die Veranderungen ausgepràgter. Die Knorpelzellen sind verstreut, 
die Trabeculae verkürzt. Frakturen mit Hàmorrhagien treten auf, es bilden 
sich fibrose Massen im Markraum. Das Knochenmark zeigt vicie kleine 
Hàmorrhagien durch gelatinôse und fibrose Degeneration der hàmatopoe- 
tischen Zellen. 

Zwei histologisch verschiedtme Forinen des experirnentollen Skorbuts kônnen 
erzeugt werden: Eine, die der Définition von Ho Ist und Frôhlich am besten ent- 
spricht und bei der abnorme Résorption Hand in Hand geht mit abnormer Neu- 
bildung (Auftreibung der Knorpel -Knochengrenze durch Bildung von ft^hlerhaftern 
Kjiorpel, Entstchung des normalerweise nicht vorkommenden fibrôsen Marks im 
Knochen, Resorptionsprozesse, im Trümmerfeld Blutungen) imd (une andere, die (k‘r 
Schmorlschen Définition gerecht wird, bei der keinerlei Neubildungen sichtbar 
werden. (Reine Atrophie, keinerlei Anderungen im Knorpel, keine Neubikhmg 
von fibrôsem Mark, ausgedehnte Markblutungen, infolge der Resoiption ver- 
schwinden sâmtliche Innenstrukturen des Knochens. Die Wachstumszone wird 
verkloinert 4 a).) 

3. Weitere auf C-Maugel beruhende Symptôme 

BlatYerànderungen : OhataS) und Mettier6) und Mitarbeiter berichten 
neuerdings über hyperchrome Blutbilder mit Retikulozytose, Polychromasie, Aniso- 
zytose und Poikilozytose, die durch C-Zufuhr zur Heilung gebracht wurden. Bisht'.r 
konnten die Veranderungen zwar ab imd zu beobachtet werden, sie traten aber nie 
regelmâBig auf. Die Erythrozytenresistenz scheint dagegen immer erhôht zu sein. 

BesistenzTerminderung : Die Herabsetzimg der Resistenz gegen Infekte imd 
Gif te ist bei experimentellem Skorbut stets vorhanden und führt zum Verlust vieler 
Versuchstiere an interkurrenten Erkrankimgen. Auch die Resistenz gegen einen 
zweiten C-Mangel ist emiedrigt, indem Tiere, die schon früher an Skorbut erkrankt 
waren, auf einer skorbutogenen Kost schon sehr bald emeut Skorbut zeigen. 

Nervose Erscheinungen : Nervôse Erscheinungen treten im Verlauf des experi- 
mentellen Skorbuts fast immer auf, sind aber bisher selten untersucht. 


4a) Kollath, Med. Klin. 1930, 1746. 

5) Ohata, Ber. Physiol. 71, 84 (1933). 

6) Mettier c. s., J. of exper. Med. 66, 971 (1932). 



250 


Temperatursdtwankungen : Temperaturschwankimgen sind beim Skorbut nicht 
selten. Über die temperaturregulierende Rolle des Vitamins C sind wir bisher wenig 
unterrichtet. 

Stôrungen îm Pigmenthaushalt : Über Zusammenhânge des Vitamin C-Mangels 
mit Storungen im Pigmenthaushalt berichtet Morawitz (Pigment vit amine) 7). 

4. Skorbut bei anderen Tieren 

Nachdem Ko Hat h festgestellt hatte, daû auch bei der Ratte durch Entzug 
aller wasserlôslichen Vitamine Skorbut erzeugt werden kann, berichten in neuerer 
Zeit Holst imd Halbrook 8) über Skorbut bei Kücken, die mit Fischmehl, 
Mais» Hefe, Austernschalen und Lebertran oder Sardinenôl emahrt wurden. Voll- 
kommene Heilung oder Verhütung wurde durch tagliche Zufuhr von 5 g Kohl 
erreicht. 

Die Erscheimmgen bestanden in Nervositât, Lâhmungen, Steifheit in den Ge- 
lenken, Blutimgen an den Stoppelfedem (Nacken, Flügel, Berne), Blutungen am 
Knie imd in der Muskulatur (Nacken, Rücken, Brust), Intestinalblutungen und 
Knochenbrüchigkeit. Aul3erdem wurde eine Anâmie nachgewieson. 

Auch Affen erkranken an typischem Skorbut 9). 


II. Methoden zur biologischen Auswertung des Vitamins C 
A. Versuchstiere und ihre Haltung 

a) Auswahl der Verguchsticre 

Die für den Testversuch auf Vitamin C benutzten Meerschweinchen stammen 
aus eigener Zucht. Bevor sie auf die skorbutogene Kost gesetzt werden, müssen 
sie sich an die neue Umgebung gewôhnen. Zu diesem Zweck erhalten sie etwa 
2 — 3 Wochen vor Beginn des eigentlichen Versuchs das Grundfutter, unter 
Zulage einer genügenden Menge C-Vitamin. 

Die Tiere werden aile 2 — 3 Tage gewogen. Nur solche, die standig zii- 
nehmen, kommen nachher in den Versuch, aile anderen, bei denen die Gewichts- 
kurve groBe Schwankungen zeigt, werden ausgeschaltet. 

Wàhrend dieser Vorversuchsperiode werden die Tiere angelernt, aus einer 
Pipette zu trinken, damit sie spâter wàhrend des Versuchs die verabreichte 
C-haltige Lôsung ohne weiteres nehmen. 

Bevor sie sich an die neue Umgebung gewôhnen, zeigen sie regelmàBig in 
den ersten Tagen Gewichtsverlust. 

Das Gewicht der von den einzelnen Forschern für den Testversuch be- 
nutzten Tiere ist auBerordentlich versçhieden 9 a) . 

Holst-Frôhlich arbeiteten mit 350 g schweren Tieren, Cohen- Mende 1 10) 
mit solchen, die nur 110 — 250 g wiegen, Hess und ITnger 11) nehmen 200 — 300 g, 
Hahn 12) braucht 200 g schwere Tiere. Remy 13) sah gute Ergebnisse mit 
290 — 460 g schweren Meerschweinchen und Saleck 14) braucht entsprechend dem 

7) Morawitz, Klin. Wschr. 1934, 324. 

8) Holst c. s., Science (N. Y.) 1933, 354. 

9) Harden-Zilva, Biocheraic. J. 14, 131 (1920). 

9a) Cahnmann, Dissert. München 1932. 

10) Cohen-Mendel, J. of biol. Chem. 35, 425 (1918). 

11) Hess c. s., J. of biol. Chem. 35, 479 (1918); 38, 293 (1919). 

12) V. Hahn, Z. Unters. Lebensmitt. 59. 

13) Remy, Z. Unters. Lebensmitt. 55, 385 (1928). 

14) Saleck, Müchwirtsch. Forsphgn 6, 464 (1928).. / 
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Vorgehen von Hess-Unger 200 — 300-g-Tiere. Stiner 16) und Tillmanns 16) 
und Mitarbeiter brauchen 300 — 400- oder 200 — 300-g-Tiere. Im Lister -Institut 
wird das Gewicht auf etwa 350 g festgelegt. Sherman-La Mer-Campbell 17) 
brauchen Tiere im Alter von 6 — 8 Wochen mit einem Gewicht von 300 — 350 g. 

Nach den Erfahrungen von Merck, die wir bestàtigen kônnen, sind Meer- 
schweinchen im Alter von 6 — 8 Wochen mit einem Gewicht von 300 — 350 g 
am günstigsten. 

b) Haltimg der Tiere 

Die Haltung der Tiere kann in den oben abgebildeten Kàfigen erfolgen. 

Auch Glashàfen, die eine Bodenflàche von 24 X 29 cm haben und 24 cm 
hoch sind, haben sich bewàhrt. Die Kàfige müssen als Unterlage eine Schicht 
Zellstoff erhalten. Sie werden tâglich gesàubert und die Unterlage emeuert. 

Meerschweinchen gedeihen in Kafigen mit Drahtnetzboden nur schlecht, weil 
der scharfe Draht den Tieren unangenehm ist. Wir habcni deshalb den Boden 
unserer Kafige mit einem ausgestanzten Aluminiumblech verselum. Auf dieser 
Unterlage brauchen die Tiere keine Streu. 

Die Temperatur des Versuchsraumes soll konstant 18 — 20® betragen. 

c) Zabi der Tiere 

Von jeder zu untersuchenden Substanz muB man nach der gewôhnlichen 
prophylaktischen Méthode mindestens vier verschiedeno Dosen untersuchen. 
Für jede Dosis genügen 5 Tiere. 

Unbedingt notig sind Kontrolltiere, die einmal unbehandelt gelassen 
werden, und einmal eine bestimmte Menge eines standardisierten Vitamins C 
erhalten. Im allgemeinen muB man für 100 Versuchstiere mit 10 positiven und 
10 negativen Kontrollen rechnen. 

d) Die Form der Ftitterung 

Die Tiere erhalten eine der beschriebenen skorbutogenen Kostformen und 
Wasser ad libitum. Vor Beginn des eigentlichen Versuchs werden sie 2 bis 
3 Wochen mit einer Zugabe von Vitamin C in Form von Zitronensaft oder aber 
Gemüse versehen. Die Zulage wird erst bei Beginn des Versuchs abgesetzt. 

Die zu prüfende Substanz, die entweder prophylaktisch oder kurativ 
verabreicht wird, gibt man am besten mit der Pipette. Man kann etwa 5 bis 
6 ccm pro dosis 2 — 3 mal am Tag verabreichtm. Ist die Substanz nicht flüssig, 
kann sie mit etwas Milch verabreicht werden. Gemüse kann man hôchstens 
in Mengen von 10 — 12 g pro Tag geben. Erst wenn diese Menge gefressen ist, 
erhàlt das Tier die Grundnahrung. Die zu prüfende Substanz soll nicht, wie 
vielfach empfohlen wird, zwangsgefüttert werden, das Tier soll sie freiwillig 
nehmen. Die Zulage von Vitamin C in Form von Zitronensaft wàhrend der 
Vorperiode soll etwa 2 ccm pro Tag betragen. 

Bei Hafer-Heufütterung fressen die Tiere pro Tag etwa 15 — 17 g Hafer 
und 21 — 24 g Heu. Der Wasser bedarf betràgt bei 18® für ein 250 g schweres 
Tier mindestens 50 — 60 ccm pro Tag. 

Sehr praktisch ist die Verfütterung einer Kost als Keks. Man knetet die 
Bestandteile und backt sie in Keksform auf einem mit Olivenôl gefetteten Blech. 

15) Stiner, Mitt. Lebensmittelunters. 17, 152 (1926); 19, 69 (1928). 

16) Tillmans c. s., Z. Unters. Lebensmittel 61 und 63. 

17) Sherman c. s., J. amer. chem. Soc. 44, 165 (1922). 
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Der Vorteil dieser Kost liegt vor allem auch darin, daB man sie direkt ohne 
FuttergefaBe in die Kàfige legen kann. Bekanntlich haben Meerschweinchen 
die Angewohnheit, stets in den Futtemàpfen zu hocken nnd beschnmtzen dabei 
das Futter. 


B. Vitamin C-freie Kostformen 

Jede C-haltige Kost kann durch genügend langes Autoklavieren C-frei 
gemacht werden. Bei der Auswahl der Diàten ist aber zu beachten, daB das 
Meerschweinchen wàhlerisch ist und auf einer Kost, die ihm nicht zusagt, 
schlecht gedeiht. Fine Kost aus Hafer und Heu ist auf die Dauer nicht aus- 
reichend. Gewôhnlich gibt man noch Milch dazu, da dann das AUgemein- 
befinden der Tiere wesentlich besser ist. Um die Tiere an das Futter zu ge- 
wôhnen, wird empfohlen, erst einige Tage lang neben der Kostmischung grimes 
Gemüse zu verabreichen und die Zulage bei Beginn des eigentlichen Yersuchs 
abzusetzen. Die gebràuchlichsten Kostformen sind folgende: 

Nr. 1. Sherman-La Mer-Campbell (1. c. 17). 

Haferflocken 

Magermilchpulver . . . . 30 % 

Butterfett 

Kleie 20% 

Kochsalz 1 % 

Heu und Wasser ad libitum. 

Die Mischung aus Kleie und Haferschrot wiid mehrere Stunden in flachen 
Schalen auf 110® erhitzt. Das Butterfett wird bei niederer Temperatur geschmolzen 
und filtriert. Die Kost muB oft bereitet werden, da sie leicht ranzig wii’d. Das 
Heu wird sterilisiert. Das Milchpulver mufl in flacher Schicht 2 Stunden auf 100® 
erhitzt werden. Die Bestandteile werden zu Brei geknetet und gebacken. 

Nr. 2. Siehe Scheunert, Tillmanns ii. a. 

Heu, sterihsiert, ad libitum, 

Hafer, sterilisiert, ad libitum, 

Milch, autoklaviert, ad libitum 
enthaltend Vitamine A und D. 

Der Hafer wird auf flachen Schalen im Trockenachrank 24 — 48 Stunden auf 
100® erhitzt. Das Heu wird im Sterilisator behandelt. Die Milch wird iin Auto- 
klaven 2 Stunden auf 100® erhitzt. 

Nach Tillmanns erhalten die Tiere je nach Grôfie 30 — 80 ccm Milch pro die. 
Das zu untersuchende Prâparat wird in der Milch verabreicht. Jedes Tier wird 
morgens mit 40 — 50 g Hafer gefüttert. Eine Stunde darauf gibt man 5 ccm Milch 
mit der zu untersuchenden Substanz. Eine Stunde spàter folgt die Heugabe (etwa 
15 — 20 g) und gleichzeitig damlt oder spàter die Verabreichung der Hauptmenge 
Milch. Dieser Teil der Milch enthàlt die Vitamine A und D (10 g Scotts Emulsion 
pro Liter). Die Behandlung der Milch ist wichtig. Am besten wird Vollmilchtrocken- 
pulver benutzt. 125 g werden zu 1 Liter Wasser heifî gelôst und der Sàuregrad nach 
Soxleth bestimmt. Dann wird die Lôsung mit Natronlauge schwach alkalisch 
gemacht imd durch die noch heiBe Lôsung 1 Stimde lang ein kraftiger Luftstrom 
geleitet, wobei die Milch gleichzeitig in flieBendem Wasser kühlt. Nach dem Ab- 
kühlen wird der alte Sàuregrad wiederhergestellt. Da das Vitamin C in alkahscher 
Lôsung gegen Oxydation àuôerst empfindlich ist, wird etwa vorhandenes Vitamin 
zerstôrt. Sérum einer derart behandelten Milch gibt nur eine unerhebliche Reaktion 
mit dem 2,6 Dichlorphenolindophenolreagens. 
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Weitere skorbutogene Diâten 


Nr. 

Autor 

Getreide 

Heu 

Milch 

Fett 

Salz 

Hefe 

Sonstiges 

3 

Holst c. s. 18) 

Hod. G 
ad lib. 







4 

Hess c. s. 

H ad lib. 

ad lib. 






5 

Chick 19), 19a) 

H ad lib. 


60 ccm 







K ad lib. 


pro die 





6 

Sherman 

59% H 

— 

30% MP 

10% B 

1% NaCl 



7 

Morgan 20) 

69%HF 

— 

30% MP 



1 % NaCl 



8 

Eddy c. s. 21) 

59% 

H+K 


30% MP 

9% B 

1 % NaCl 



9 

Bezssonoff 22) 

90% H 


— 

— 

— 

4 ‘y 

^ /o 

Auf 1000 g 


10% K 






75 gEigelb 

10 

Randoin 23) 




5,5% B 

1,5% NaCl 

O O/ 

*5 /O 

83 % Boh- 






5%Ca-Lakt. 


nonraehl, 

2%Filtor- 










papier 

11 iRandoinc.s.24) 

64 MS 

— 


5% B 

1,5% NaCl 

O l)/ 

^ /() 

17% 






1 

|6% Ca-Lak-I 


Fleisch- 







tat, 2% 


pepton. 







! Osborne- 


2,5%Fil- 







: Salz 


terpapier 

12 IHanke c. s. 25) 

— 

— 

— 

! — 

: — 


Okara ad 









lib. 

13 'Hanke c. s. 25) 

: — 


— 

1 

! 1 % NaCl 

__ 

1 Sojaboh- 







2% Ca-Lak- 


j non, auto- 







itat, 1 % Fo- 


kl., 96% 






1 

citrat 



14 IHouso c. s. 26) 

50%Wm'adlib. 


1 






50%Alf. 
H ad lib. 



j 




15 

Pittenger 

HFadlib. 

ad lib. 

20 ccm 
pro die 

1 

i 


] 

16 

Brouwer 28) 

10— 15 g 

15 bis 

30 bis 






Hpro die 

30 g 

60 ccm 




i 




prodie 

pro die 




t 


Zeichenerklarung : H — Hafer, K = Kloie, G — Gerste, HF -- Haferflockeii, 
Wm = Weizenmehl, MP — Magermilchpulver, B = Butterfett, VP --- V ollmilch- 
trockenpulver, MS — Maisstarke. 

18) Holst c. s., Verh. 6. Nord. Kongr. inn. Med. 1909, 328; J. trop. Med. 23, 
461 (1920). 

19) Chick c. s., Biochemic. J. 13, 137 (1919); Lancet 2, 785 (1918). 

19a) Z il va c. s., Biochemic. J, 15 — 20 (1921 — 26); Proc. roy. Soc. Med. 18, 
1 (1925). 

20) Morgan c. s., J. of biol. Chem. 82, 580 (1929). 

21) Eddy c. s., J. Ind. a. Eng. Chem. 16, 52 (1924); 18, 85 (1926); 21, 347 (1929). 

22) Bezssonnoff, C.r. Soc. Biol. Paris 183, 921 (1926); Bull. Soc. Chim. biol. 
Paris 9, 557 (1927). 

23) Baudoin c. s.. Bull. Soc. Chin. biol. Paris 9, 49 (1927). 

24) Randoin c. s., C, r. Soc. Biol. Parts 101, 877 (1929). 

25) Koessler c. s., J. of biol. Chem. 80, 499 (1928). 

26) House-Nelson-Haber, J. of biol. Chem. 81, 495 (1929). 

28) Brouwer, Biochem. Z. 187, 183 (1927). 
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masm 

Nr. 

Autor 

Getreide 

Heu 

Milch 

Fett 

Salz 

Hefe 

Sonstiges 

17 

Shipp c. s. 29) 

325 g K 

— 

40 ccm 

— 

— 

— 

180 g 



280 Wm 


pro die 




Fischmehl 

18 

Westin 80) 

50%HF 


15% MP 

5% B 

1 % NaCl 

3,6% 




20% K 




0,5% Mc. 

Hefe- 








Collum- 

extr. 


i 






gemisch 



19 i 

Dann 

l720gHF 

— i 

— 

— 

84 g Salz- 


40 g Eigelb 

i 


80 g K 




mischung 



20 

Remy 

40 g H 

__ 

1 45 ccm 


1 g NaCl 





15 g K 


î pro die 





21 

Stiner 

Zwieback 

ad lib. 

ad lib. 




Karotten, 



Hadlib. 


1 




sterilis. 

22 

Demole 81) 

2 kg HF 

1 

1 kg VP î 




6 EierweiB 


Bemerkungen zu vorstehender Tabelle: 

Es handelt sich, weim nicht anders angegeben, stets iim autoklavierto oder 
sterilisierte Bestandteile. Das Getreide wird in flacher Schicht an der Luft erhitzt 
(48 Stunden auf 100®). Das Hen wird sterilisiert. Dio Milch wird als solche auto- 
klaviert, in Piilyerform auf flachen Schalen 2 Stunden auf 110® erhitzt. 

Zu Nr. 3: Die Tiere erhalten Wasser ad libitum. Zu Nr. 4: Wasser ad libitum. 
Als Heu Alfalfa. Zu Nr. 6: Die Milch wird 1 Stunde bei 120® autoklaviert. Dieselbe 
Kost hat HÔjer verwandt. Auch Zilva fütterte eine solche Mischung. Vitamin A 
muû zugegeben werden (etwa 0,1 ccm 3 mal wôchentlich an Lebertran). Zu Nr. 6: 
Magermilchpulver wird wie oben bohandelt. Lebertran zufüttem. Zu Nr. 7: Leber- 
tran gesondert verabreichen. Zu Nr. 8 : 1 % Lebertran wird der Mischung zugegeben. 
Wasser ad libitum. Zu Nr. 9: Wasser ad libitum und Vitamin A zulegen. 2 bis 
3 ccm Apfelsinensaft pro die schützen auf der Kost ein 400 g schwores Meerschwein- 
chen vollkommen vor Skorbut. Zu Nr. 10: Aile nicht vitaminhaltigen Bestandteile 
werden autoklaviert. Dazu Wasser ad libitum. Zu Nr. 1 1 : Dio Diât wird hergestellt, 
indem man das Pepton mit der Stârke, den Salzen und dem Filtrierpapier mit Wasser 
anrührt und 10 — 16 Minuten kocht. Dann werden Hefe und Butter beigemischt. 
Ausgewachsene Meerschweinchen zeigen bereits nach 14 — 16 Tagen die ersten Skor- 
but erscheinungen. Der Tod erfolgt nach 25 — 30 Tagen. Heilung bzw. Verhütung 
des Skorbuts erfolgt durch Verabreichung von 2 ccm Zitronensaft pro die bei 400 g 
schweren Tieren und durch 3 ccm pro die bei den schwereren. Zu Nr. 12: Die Diat 
wurde namentlich von J apanern benutzt. Okara ist der Rückstand, der nachbleibt, 
wenn man fein geraahlenes Sojabohnenmehl mit Wasser extrahiert, wobei Legumin 
und andere lôsliche Proteine entfemt werden. Die Kost erzeugt bei 350 — 420 g 
schweren Tieren in 30—35 Tagen Skorbut. Wasser wird ad libitum verabreicht. 
Zu Nr. 18: Die Butter wird mit 4% Lebertran versetzt. Wasser ad libitum. Zu 
Nr. 19 r Die Kost wird durch 1 g Lebertran vervollstandigt. Wasser ad libitum. 
Z U Nr. 20: Die Kostmischung wird 1 Stimde auf 100 — 120® erhitzt, Zu Nr. 22: 
Die Kost ist unter dem Namen Nr. 111 bekannt. Sic ist sehr zweckmâBig, da sie 
in Form von Keks verabreicht wird. Das Vollmilchpulver wird in flachen Schalen 
2 Stunden auf 120® erhitzt. Es fârbt sich gewôhnlich etwas brâunlich. Die Bestand- 
teile werden mit dem nôtigen Wasser zu einem festen Teig verrührt, in kleine Kuchen 
gewalzt und 20 — 25 Minuten auf einem mit Olivenôl gefetteten Blech gebacken. 
Die Kuchen sind an der Oberf lâche braun (Kruste) und werden von den Tieren 
gem genommen. Man gibt aufierdem Wasser ad libitum und wôchentlich 2 mal pro 
Tier 0,1 — 0,2 ccm Lebertran. Gewichtsstillstand tritt gewôhnlich schon nach 10 
bis 16 Tagen auf. JJnbehandelte Tiere leben 3 — 4 Wochen. Bei der Herstellung der 
Kost werden kâufliche Haferflocken benutzt. Sie sind C-frei und benôtigen keine 
weitere Vorbehandlung. 

29) Shipp -Zilva, Biochemic. J. 22, 1449 (1928). 

30) Westin, Z. f. Vitaminforschg 2, 1 (1933). 

31) Demole, Z. f. Vitaminforschg 3, 89 (1934). 
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C. Die Testmethoden für Vitamin C 

Das Vitamin C wird entweder im knrativen oder prophylaktischen Versuch 
ansgewertet. Die prophylaktischen Methoden beruhen einesteils auf Aufsuchen 
derjenigen Minimaldosis, die bei einem Meerschweinchen unter bestimmten 
Kautelen die Entstehung des Skorbuts — an Hand eines Sektionsprotokolls — 
sicher verhütet, oder aber auf der Erscheinung, daB bestimmte Zahnverànde- 
rungen bei Zugabe einer genügenden Dosis des Vitamins C ausbleiben. 

Die kurative Méthode fuBt auf der Erscheinung, daB Tiere auf einer sonst 
vollwertigen, aber C-freien Kost nach einiger Zeit das Wachstum einstellen und 
an Gewicht abnehmen. Zulage des Vitamin C führt zu neuem Wachstum, 
entsprechend der zugegebenen Menge. 

1. Der prophylaktische Minimaldosis test 32), 33) 

Die Méthode geht auf H ois t und Fr ô h lie h zurück und wurde namentheh 
von Sherman ausgebaut. Junge Meerschweinchen im Alter von C — 8 Wochen 
mit einem Gewicht von 300 — 350 g werden mit einer der angegebenen C-freien 
Kostmischungen ernahrt und erhalten zunâchst 3 — 5 Tage eine Zulage von 
Grünfutter. Dann wird die Zulage abgesetzt und die Tiere nur mit der Kost- 
mischung ernahrt. 

Drei Tage nach Beginn dieser Fütterung wird das Gewicht festgestellt 
und nun fortlaufend 2 mal pro Woche registriert. 

Man nimmt 5 Serien zu je 4 — 6 Tieren für jedes auszuwertonde Pràparat. 
Die erste Sérié erhâlt eine Zulage von Zitronensaft (etwa 4 — 5 ccm pro Tier/Tag) 
und dient als positive Kontrolle. Die zweite Sérié bleibt unbehandelt und muB 
die schwersten Skorbuterscheinungen entwickeln. Die drei anderen Serien 
erhalten steigendo Mengen des auszuwertenden Pràparat s, etwa 2, 3 und 4 ccm, 
je nach der vermuteten Wirksamkeit. 

Aile Tiere gedeihen zunâchst in den ersten 14 Tagen gut. Dann tritt 
bei den unbehandelten und nicht genügend behandelten Gewichtsverlust ein. 
Die negativen Kontrollen gehen in 25 — 30 Tagen zugrunde. Jedes verendete 
Tier wird genau seziert, die Befunde in eine Tabelle eingetragen. Nach 70 bis 
90 Tagen wird der Versuch abgebrochen, aile überlebenden Tiere getbtet und 
seziert. Die Wirksamkeit des verabreichten Pràparats ergibt sich aus der Ge- 
wichtskurve und aus dem Sektionsbefund. 

Bei der Sektion ist namentlich auf den Zustand der Zâhne, Knochen, 
Rippen und besonders auf Hàmorrhagien zu achten. Als vollkommen ge- 
schützt gilt ein Tier, wenn es von der positiven Kontrolle in keiner Weise 
zu unterscheiden ist. Diejenige kleinste Menge, die diesen Zustand herbei- 
führt, ist eine Einheit. Durch Vergleich mit der Wirksamkeit eines Stan- 
dardpràparats kann man die Wirksamkeit der gegebenen Dosis auf den 
Standard beziehen. 

Der Nachteil der Méthode liegt darin, daB es nicht immer gelingt, gleich 
im ersten Versuch die Minimalschutzdosis festzulegen. Man muB dami noch 
einen weiteren Versuch ansetzen und die Dosen enger abgrenzen. 

In dieser Beziehung ist der Test von Sherman besser. 

32) Holst c. s., Z. Hyg. 72, 1 (1912). 

33) Delf, Biochemic. J. 12, 416 (1918); 14, 211 (1920). 
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Man hat neuerdings als eine Einheit diejenige Menge festgelegt, die ein 
Meerschweinchen 60 Tage iang vor Skorbut vollkommen schützt, wobei man 
die Einheit auf 200 g Tier bezieht. Eine solche Meerschweincheneinheit ist 
gleich 10 internationalen Einheiten (s. unten). 

Scheunert geht bei der Ausfühning des Versuchs anders vor, indem er den 
Tieren zunàchst 4 Wochen lang eine bestimmte Dosis der zu testenden Substanz 
verabreicht und nun am Gewicht feststellt, ob diese wirksam ist oder nicht. War 
die Dosis zu klein, so wird sie nach einer bestimmten Zeit erhôht und so fort bis 
die Dosis gefunden ist, die eben schützt. 

Wir halten diese Arbeitsweise mit v. Hahn (1. c. 12) für nicht zulassig, da 
zu den verschiedenen Zeiten des Versuchs stets verschieden schwer geschâdigte 
Tiere vorliegen. Fand man die Dosis schon beim erstenmal zu klein, so muB sie 
notgedrungen eine andere sein, als die nach lângerem Suchen gefundene. 

Weiter ist bei dem Vorgehen von Scheunert der Sektionsbefund illusorisch. 
Wird bei der zuletzt vorgenommenen Sektion tatsâchlich eine Blutung festgestellt, 
so kann sie aus einem ganz anderen Versuchsabschnitt stammen und nicht nur aus 
der letzten Versuchsperiode. Dadurch basiert die Méthode aber lediglich auf dem 
Verhalten des Gewichts. Das Gewicht ist aber als Testobjekt allein nicht immer mafi- 
gebend (v. Hahn). Nur die Beachtung der Gewichtskurve in Gemeinschaft mit 
dem Sektionsprotokoll und dem Verhalten des Tieres wâhrend des Versuchs macht 
die Méthode zu einer einigermaûen genauen. 

Versuchsdauer: Die negativen unbehandelten Kontrollen gehen nach 
einigen Wochen an schwerem Skorbut ein. Sie nehmen regelmâBig an Gewicht 
ab. Die Lebensdauer betràgt gewôhnlich 26 — 34 Tage. 

Der Versuch soll mindestens 6 Wochen lang durchgeführt werden. Neuer- 
dings nimmt man 60 Tage. Nach v. Hahn müssen aber wissenschaftliche Ver- 
su che mindestens auf 3 Monate ausgedehnt werden. 

Bewertung der Gewichtskurve: Interkurrente Erkrankungen, wie 
Pneumonien, Pseudotuberkulose und parasitâre Erkrankungen (Bandwurm- 
finnen und Echinokokken in der Leber) konnen die Gewichtskurve erheblich 
beeinflussen. Wird das Vorhegen einer solchen bei der Sektion festgestellt, 
bleibt das Tier bei der Auswertung unberücksichtigt. 

Zeigten die Tiere zu Anfang des Versuchs etwa dasselbe Gewicht, z. B. 
350 i 20 — 30 g, und wurden sie tàglich gewogen nimmt man das Mittel der 
Gewichte des einen Tages und das der Gewichte des nàchsten Tages und er- 
rechnet den Unterschied zwischen beiden inProzenten. Dieser Wachstumsindex 
wird in ein Koordinatensystem eingetragen, indem als Abszisse die Zeit in 
Tagen steht. 

Weichen die Anfangsgewichte oder die Kurven in ihrem weiteren Verlauf 
stark voneinander ab, muB von jedem Tier ein Wachstumsindex gebildet 
werden. Erst aus diesen nimmt man das Mittel. 

Die Sektion: Eine Sektion ist in 20 — 30 Minuten bei einiger Übung 
durchführbar. 

Nach eingehender Inspektion der Organe der Bauch- und Brusthôhle, des 
Magens tmd Darms pràpariert man mindestens eine hintere Extremitàt. Man 
prüft das Verhalten der Knochen, das Aussehen der Rachenhôhle (Zahnfleisch, 
Zàhne, Kieferknochen) und die innersekretorischen Drüsen. 

Der Mageninhalt wird auf Blut, Reaktion und evtl. auf Pepsin untersucht. 
Blutproben werden angestellt mit dem Inhalt von Jéjunum, Coecum, Kolon, 
Gallenblase und Hamblase. Im Ham wird nach EiweiB gesucht. 
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Ausdruck der Ergcbnisse 34) : 

Scheunert 35) bezeichnet den Vitamingehalt einer Substanz als sehr gut, 
wenn pro die 3 g genügen, iim ein Meerschweinchen vor Skorbut zu schiitzen. 
Die Bezeichnung gut wird gegeben, wenn 4 — K) g, und gering, wenn 11 — 25 g 
notig sind. 

V. Hahn nennt den Vitamin C-Gehalt auBerordentlieh hoeli, wenn 0,5 g 
pro die ein Meerschweincheui schiitzen, sehr gut, wenn 0,6 — 2 g, gut, wenn 
3 — 6 g, gering, wenn 6 — 12 g, und praktisch belanglos, wenn id)er 12 g erforder- 
lich sind. 

Der Bedarf des Menschen ül)ersteigt den des M(‘ers(;hweinehens 50 mal. 
Wenn z. B. für ein Tier 0,5 ccm ausreiehend sind, brandit der Menseh 25 ecin. 

V. Hah n dividiert 100 dureh di(‘ gerade sdiiitzende Menge und (*rhalt so 
seine Meersehweincheneinheit (ME.). Wenn z. B. Apfelsinensaft in Dosen 
von 0,5 g schützt, enthàlt der Saft 200 ME. Der Menseh brandit ])ro die 50 ME. 

Eirif'n bess(U‘(‘n Ausdruck für den VitaTuingdialt d(‘r Substanz fiudc't v. Halin 
bei der Umrc'dmung auf di(' Gebrauehsmc'nge eiiK's Nalirungsrnittels. Er Ix'zc'iduaü 
den C-Cehalt als extreru hodi, wi'iin in der (î(‘braudisinengi‘ (d. h. in d('r tügüeh 
aufgiuiomment'ii M('nge) mehr als 120 ME. vorbaiHÜ'îi sind. Vitanünn'idi isl (‘in 
Nahrimgsmitti'l, w^nn di(‘ (î(‘brauchsim‘ng(‘ 120 — 50 ME. bat, vitaininhaltig, 
W(‘nn 50 — 30 ME. und vitaminann, wenn 20—12 ME. verhandi'n sind. Vitaniinfn’i 
sind Nahrungsmittfd, die weniger als 12 ME. in (h'r ( üdiraudisnu'ngi' t>nthalt(‘ii. 

2. Der prophylaktische Test von Sherman- LaMer- Cam p bell (l. c. 17) 

Meerschweinchen im Gewicht von 300 — 350 g werden mit d('r skorbuto- 
genen Diat und Grünfutter ad libitum gefüttert. Dann wird das Grünfutter 
abgesetzt und die zu prüfende Substanz zugegeben, z. B. 1 — 1,5 — 2 — 3 c(‘m 
Tomatensaft. Ein Teil der Tiere bleibt unbehandelt und dient als negativ(‘ 
Kontrolle. Sàmtlidie Th're werden 3mal woduaitlich g(‘wogen. B(‘i den un- 
behandelten Tieren erscheinen die ersten Skorbutsymptome sdion nach etwa 
12 Tagen. Die Überlebensdauer betrâgt 20 — 34 Tage. 

Die Wirksamkeit der prophylaktiscdien Behandlung (Tgibt sicli ans der 
Beurteilimg des Gewichts und dem Sektionslud'und. 

Samtliche unbehandelten Tiere zeigen in der ersten Zeit eine relativ gut(^ 
Gewichtszunahme, dann treten plotzlich G(‘wichtsstürze auf. Die Sektion 
zeigt schwersten Skorbut, ausgedehnt(‘ Hàrnorrhagien, starke Knoclu'nbrücdiig- 
keit und Veranderungen an den Zahnen, die ohne weiteres herausziehbar sind. 
Tiere, die 1 ccm Tomatensaft erhalten, leben langer. Sic entwickeln ab(‘r 
ebenfalls Skorbutsymptome, bevor sie eingehen. Die St'ktion (Tgibt (‘twa das- 
selbe Bild wie im ersten Falle. 

Die tagliche prophylaktische Gabe von 1,5 ccm Tomatensaft hait die Ti(‘r(‘ 
inindestens 70 — 90 Tage am Leben. Sie zeigen nur maBigeui Gi'wicLtsvcu’lust. 
Die Verdickungen der Knorpel-Knochengnaize der Rippen, die Hàmorrhagicui, 
sind infolge der langen Versuchsdauer weit ausgepragter als bish(*r. Die Ge- 
lenke sind geschwollen und schmerzhaft. Dagegen sind Zahnverànderungen 
und die Knochenverànderungen (Brüchigkeit) bei weitem nicht so ausgepràgt. 

34) Tillmarins, Z. Untcrs. Lebcnsmittel 65, 167 (1933). 

35) Scheunert, D(*r Vitamingehalt der deutschen Nahrungsrnittel. Bc'rlin 
1930. 

B O m s k O V , Vitaminforsdiung 1 7 
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Tiere, die tâglich 2 ccm Tomatensaft erhalton, sind nach 70 — 90 Tagen 
ebenfalls am Leben. Das Gewicht ist schon nach 15 Tagen unternormal. Zâhne 
und Knochen sind voUkommen gesund. Hàmorrhagien sind Yorhanden, aber 
nicht sehr ausgepràgt. Die Schmerzhaftigkeit der Oelenkc ist in allen Fàllcn, 
jedoch ohne Steifigkeit, vorhanden. 

Die prophylaktische Gabe von 3 ccm gewàhrt vollkommencn Skorbutschutz. 
Das Zeichen ( — ) bedeutet vollkommenen Schutz. Das Tier ist von einem ge- 
sunden nicht zu nnterscheiden. Bei (?) ist dcr Befimd zweifelhaft, bei (tr) 
sind minimale Verânderiingen vorhanden. Die Schwere des Skorbiits wird 
durch die Zeichen +, ++, + + + steigend je nach dem Grad der Verànde- 
rungen ausgedrückt. Die bei der Sektion gefimdenen Vcrànderungen werden 
in nebenstehende Tabelle 90 eingctragen. 

Die kleinste Gabe, die vollkommenen Skorbutschutz gewàhrt, ist eine Ein- 
heit. Bei der Beurteilung des Sektionsbildes wird der Sektionsbericht der un- 
behandclten negativen Kontrollen zugrundegelegt und mit dem jeweiligen 
Befund verglichen. 

Die Méthode hat vor dem Aufsuchen der Minimalschutzdosis den Vorteil, 
dab sàmtliche Versuche verwertet werden konnen und nicht nur der einc mit 
der Minimalschutzdosis. 

Bei einem Vergleich geht man zwcckrnàBig immer von der pro 300 g Ge- 
wicht des Tieres verabreichten Menge ans und setzt diese als eine Einheit fest. 
Kenny bringt eine Tabelle der Vcrànderungen (90) und wertet diese nach der 
Anzahl der +- und — Zeichen ans. 

Meist genügt eine Versuchsdauer von 60 Tagen. Diejenige Menge an 
Vitamin C, die pro Tag verabreicht, wâhrend dieser Zeit bei 200 g schweren 
Tieren die Entstehung des Skorbuts verhtitet (minimale protektive Dosis), 
ist eine Einheit. Bei Zitronensaft ist sic im allgemeinen in 1,5 ccm enthalten. 
Kristallisiertes Vitamin C genügt den Anforderungen in tàglichen Mengen 
von 0,9 mg 36), 37), 38). 

3. Der Schneidezahnwurzeltest 39) 

Schon lange vor Eintreten manifester Skorbutsymptome sind Verànde- 
rungen an den Wurzeln der Schncidezàhne festzustellen. Durch Zugabc von 
Vitamin C konnen diese mikroskopischen Verànderungen verhütet oder geheilt 
werden, eine Keaktion, die zum Nachweis des Vitamin C ausgearbeitet wurde. 

Junge Meerschweinchen im Alter von 6 Wochen mit einem Gewicht von 
250 — 300 g aus eigeiier Zucht (genügend grünes Gemüse und Apfelsinensaft !) 
erhalten eine skorbutogene Diàt und Wasser ad libitum. Man benutzt am 
besten die Diàt von Sherman- G othl in. Die Tiere werden aufgeteilt. Man 
gibt verschiedene Dosen der Substanz, die auszuwerten ist und hàlt auBerdem 
2 Tiere als positive und 2 als négative Kontrollen. Nach 14 Tagen werden aile 
Tiere getotet und die Schncidezàhne untersucht. 

36) Waugh-King, J. of biol. Chem. 97, 325 (1932). 

37) Fellers-Isham, J. agricult. Ros. 47, 163 (1933). 

38) Harris-Ray, Biochemic. J. 27, 580 (1933). 

39) Hojer c. s., Vjschr. Zahnheilk. 40, 247 (1924); Dent. Cosmos 67, 1 (1925); 
Brit. J. exper. Path. 7, 356 (1926); Studies in Scnrvy Upsala 1924; Acta Pediatr. 
3, 34 (1924). 



Tabelle 90. Protocols of Experimental Animais on Basal Diet Alone or with Antiscorbutic 
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Die Kiefer werden schnell herausgenommen und in 5%iger Trichloressig- 
sâure entkaikt. Nach 1 Woche werden sie in Paraffin eingebettet und geschnitten. 
Man legt den Schnitt durch den vorderen Molaren rechtwinklig zur Kiefer- 
Jângsachae. Den einen Teil der Schnitte fàrbt man mit Hàmatoxylin-Eosin, 
den Rest mit Trioxyhâmatin . 

Besondere Beachtung finden bei der Prüfiing unter dem Mikroskop die 
Schnitte durch die Schneidezahnwurzel. 

Bei ausreic^hendem Skorbutschutz sieht man im Schnitt eine breite, ganz 
gleichformig gefàrbte Schicht von Dentin. Das Pràdcntin bildet eine weiBo 
ungefàrbte Schicht und die Odontoblasten sind in vollkommen parallelen, langen 
Reihen angeordnet. Das Pulpagewebe zeigt gleichmâBig angeordnete Zellen, 

Bei ungenügender Dosis ist die Odontoblastenschicht schmàler. Bei ne ch 
kleineren Dosen ist die gleichmàBige Fàrbung der Dentinschicht verschwunden. 

Bei negativen Kontrollen ist die Dentinschicht sehr dünn, das Pràdcntin 
ganz dunkel gefàrbt, da es verkalkt ist. Die Odontoblasten sind nicht nichr in 
einer kontinuier lichen Linie angeordnet. 

Ein Auswertungsbeispiel ist in nebenstehender Tabelle angegeben. 

Die Fehlergrenze der Methodik soll nicht mehr als etwa 10% betragen. 
Goettsch 40) und Key sowie Eddy41), die die Méthode mit der ersten 
verglichen, komrnen zu dem SchluB, daB sie besser und ernpfindlicher ist als die 
gewohnliche prophylaktische. Die Einbeit ist nach der vorliegenden Méthode 
doppelt so groB als die Sherman-Einheit. Man gebrau(;ht hier 2 ccm, 
wâhrend man dieselbc Wirkung im Shermantest schon mit 1 ccm crzielt. 

Ein weiterer Vortcil ist natürlich die Zeitersparnis, die ganz erheblich ist. 

Namentlich Goettsch hat eine eingehende Schilderung der Methodik 
gegeben (s. Tabelle 91). 

Die individucllen Schwankungen der Méthode sind recht erheblich. Eine 
genaue Auswertung wird nur dann moglich, wenn die Dosis bestimmt wird, die 
sâmthche damit behandeltcn Tiere vor Skorbut schützt. Diese Einheit ist, 
wie erwàhnt, doppelt so groB wie die Shermansche 41 a) . 

Histologische Verarboitung des Zahnmatcrials von Meerscliweinclion 

Entnahmc des Materials aus der frischeii Leiche. Auslôsou der b(‘iden syn- 
desmotisch vc'rbundem'n Uiit(*rkieferhàlften aus dem Ganzeii der Ki('f('7’gelenk(\ 
Der Oberkic'h^r miiB im ganzc'ii mit Teilen der 8chàd(‘ll)asis vom Schàdel getremit 
werden. Aufbewahriing d(;s Materials in l()%igem Formalin. 

Entkalkungs technik. Beschleiinigte Hàrtung in 10%igi'm Formalin durch 
8 — 10 Stunden im Brutschrank bei 37®. Über Nacht Wàssern im laufenden Wasser. 
Hierauf Eink'gen in 5%ige Salpeita-sauro Solange, bis die Konsistenz der Zàhn(> 
knorpelweich ist (durchschnittlich 5 Tag(d, tàglich wechseln. 

Neutralisation in 5%igem Natriumsulfat ebensolange wie die Entkalkung 
mit Salp(‘tersàure dauert, bei hàufigen Wechsel 2 Tage. Hierauf 24 Stunden Wàssern 
irn lauhaiden Wasser. 

Einbettung in Zelloidin. Entwàssern durch Führeii durch die Alkohol- 
reihe, 70%iger Alkohol 2 Tage, 2 mal wcîchseln. 

95%iger Alkohol, eb{‘nfalls 2 Tage, 2 mal wechseln. 

Absoluter Alkohol, 3 Tage. 

40) Coettsch, Proc. Hoc. expt;r. Biol, a Med. 27, 71 (1929); Quart. J. Pharm. 
1, 168 (1928). 

41) Eddy, Amer. J. publ. Health 19, 1309 (1929). 

41a) Vgl. Harris-Mills-Innes, Lancet 1932, 235. 
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Tabelle 91. Dotermination of the Antiscorbutic Value of Food by 

Hojer’s Method 




]. Dentiiio of norinal size; its inner and oiiter layt‘r uniforrnly i 
coloiired; predentine régulai-, niicalcifit‘d ; di-ntint' ' 
and pri'dentiiie holding eollagen: i 

(a) Odontoblasts long, shaider, ])arnllel, of equal lu-ight ! 

(b) Odontoblasts partl^^ short i-r ! 

2. Diaitino very thin, niiifornily (•olourinl; odontoblasts pa- ; 

rallel, short | 

(The degree of osteoporosis, liyperaeinia, and eollagen i 
perinits the distinguishing of difh-n-nt stagi-s, but not vi-ry 
sharply. Thosi^ animais wliosi- di-ntiiu- formation sei-ms j 
to liave been arrested are theri-fon» exeludi'd) 1 

3. Dcaitine in iniu-r and outer layi-r differently eoloured : | 

(a) Odontoblasts on th(‘ largi-r poh* of tlu* incisor cross- 

section short and paralh-l j 

(1) Th(^ Tomes’ canals going jiaralU-I through a 

normal pri'dc-ntim' ! 

(2) The uncalcifi(‘d predi-ntiru' deh'ctivi^ formation j 

of network bone Ix-ginning 

(3) Uncalcified predentini' lacking ! 

(4) N(‘twork lioiu^ formation greatc-r | 

(5) Tomes’ canals in tlu' old diaitine widi-iu-d . | 

(b) Odontoblasts on the largi-r pôle of the incisor ci-oss- j 

section no long(‘r in continuons lay('r . . . j 

(1) Touk's’ canals in the out(‘r layer of n(‘W boiH* 

(2) No Tomc's’ canals in the new boni', ost(‘oporosis j 

and hyperac-mia well developi'il | 

(3) Th(^ old odontoblasts in greatest disorder, ostc'o- j 

porosis, and hypi-raiania very (‘vidcmt . . 


Part of 

Pi-otectiv(' Dos(‘ 


1,0 

0,9 

0,8-0, 3 


0,8 — 0,3 
0,8 


0,7 

0,7— o,r> 

0,4 

0,3 

(0,3 ~ ) 0,2— 0,0 
0,2 

0,1 

0,0 


A tootb section showing tlu' piidunî 3 (a) (1), with 0,5 grain of antiscorbutic 
daily would permit predii-tion that tbe fully j)rot(‘ctiv(^ dose of that antiscoi-but ic 
would b(? 0,622 grain (0,5 grain - 0,8 x). 


Atheralkohol ana 2 Tag(‘, taglich wechs(*In. 

Einlegen des Praparats in dünnes Z(41oidin fur mind('st(‘ns 12 Tag<*. Dassellx- 
in dickeni Zelloidin (‘bcaisolange. 

Hersttdlimg dc's diinnen Zelloidins. Fiirbung d('r Z elloi d i use hn i 1 1(^ 
mit Hamalauneosin. Tafel Zelloidin 20 g wird in 200 ccîim Alkohol auf- 
gequellt. Die gequollenen Würfel wi-rdi-n daim in 250 ccm Àth(‘r aufgi-lost. l)iek<‘s 
Z(41oidin: Dassellx* mit einer ganzi-n Tafel 40 g. 

Di(; in 70%igem Alkohol aufb(*wahrt(‘n Schnitti^ kommi^n fur 1 Miniib- in 
Leitungswassia-, hierauf in Hamalaun nach Mayer (L(‘itz, Berlin) für 10-15 Mi- 
nuten. Hierauf Einbringi'n in Lcitungswasser für 10 — 15 Minuti-n. W(K*hsi‘ln des 
Li'itungswassers. Bliiuen oder Ausdifferenzieren iin WasH(*r, bis die Keria^ allein 
blau (a-scheinen. Die Schnitte w('rd(*n vorn Wasser in v(‘rdünrit(‘ Eosinlosung für 
2 — 3 Minutt-n gebracht. 


4. Modifikation der Zahntestmethode nach Key- Elphick 42) 

Key imd Elphick42) modifizierten die Méthode von Hojer, indein sie 
die Verànderungen der Zàhne in eine Skala bringen, die eine bessere Auswertung 
der Ergebnisse gestattet. 

42) Key-Elphick, Biochemic. J. 2.5, 888 (1931). 




Junge Mecrschweinchen werden 14 Tage lang auf eine der angegebenen 
skorbutogenen Kostformen gesetzt. Eine Gruppe erhàlt tâglich eine bestimmte 
Dosis der zu prüfenden Substanz, eine andere ein Standardpràparat, eine dritte 
bleibt unbehandelt und dient als négative Kontrolle. Nach 14 Tagen werden 
die Tiere getotet und die Verànderungen der Zàhne untersucht. Der Versuch 
wird je nach dem Grad der Verànderungen mit steigenden Zablen 0 — 4 ver- 
sehen. 

Dabei bedeufcet 0 = vollkoinraem'r Skorbut. Dcvsorganisation der Odonto- 
blasten, breitos inneres Dentin, verkalktes Pràcientin. 

1 = Herdwo'ise Désorganisation der Odontoblastc'n ocier schrnales inneros Den- 
tin, sonst wie 0. 

2 Odontoblasten nur an der Pnlpa d(‘sorganisi('rt, Pràdentin teilweise V('r- 
kalkt, feinor 8anm von innerem Diaitin. 

3 =: Beginnende Dc'sorganisation der Odontoblasten an der Pulpa sonst normal. 

4 — Normal. 


Tabelle 92 
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Tabelle 93 


Tàgliche Dosis 
Ascorbinsàure 

Zabi 

Klinischer 

— 

Makroskopischer 

Harad der Zahnverânderiing 

der 

Tiere 

Befund 

Skori)utbefund 
bei der Zerlegung 

nach der Einteilung von 

K e y und E 1 p h i c k 

XJnbehandelt 

5 

Voin 20. Tag an 
Sch merzhaftigkeit 

Schwer 

0 (Tafel 89, Bild 1) 



der Gelctike, 
Skorbiitstclliing 
und Tod ain 
. bis :i:i. Tag 



0,25 mg 

5 

Ohne Befund 

Mittelgradig 

1 (Tafel 89, Bild 2) 

0,5 mg 

1 5 

Ohne Befund 

Fehlt 

2 (Tafel 89, Bild 3) 

1,0 mg 

5 

Ohne Befund 

Fehlt 

3 (Tafel 89, Bild 4) 

1,5 mg 

3 

Ohne Befund 

Fehlt 

4 (Tafel 89, Bild 5) 





Die Autoren haben bci einem groBen Tiermaterial verschicdene Dosen 
Orangensaft aiisgewertet und daraus Durchschnittswerte berechnet. Es ent- 
spricht einer Dosis von 0,75 ccm einem Skalenwert von 1,4, eine Dosis von 
1,5 ccm einem solchen von 2,4 und eine 3-ccm-Dosis einem Wert von 3,9. 

Ein Beispiel ans Merck s Jahresberichten 1933 bei Auswertung der Ascorbin- 
sàure sei angeführt (Tabelle 92 und 93; Abb. 89). Kost Sherman-La Mer- 
Campbell. Am 33. Versuchstage wurden aile Tiere getotet (Tabelle 93). 


Abb. 89. Die Skorbutgrade nach Key-Elphick 
Obéré Reihe von links nach rechts Stadien 0, I, 2 
Untoro Reihe von links nach rechts Stadic'ii 3 iind 4 


Harris und Rey (l. c. 38), die den kurativen Wachstumstest mit der Zahn- 
methode vergleichen, fanden nach der Méthode von Key folgende Werte 
(vgl. Abb. 90): 


Tabelle 94 


Material 

Dosis 
pro die 

Skalawerte 

Nebennier(*nrinde . . . 

0,5 g 

2, 2, 1 i. D. - 2 


1 g 

4, 4, 4 „ - 4 

,, 

2g 

4, 4, 4 „ - 4 

Apfelsinensaft 

1,5 ccm 

3, 2 - 2~3 

,, 

3 ccm 

4, 4 „ == 4 

,, 

5 ccm 

4, 4 „ = 4 

Unbehandclt 

— 

0, 0, 0 „ = 0 
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Tabelle 95. Comparison of antiscorbutic activities of hexuronic acid 
(from paprika) and orange juice by the tooth-structure method 


Amount of material fed per day 

Degree of protection 

Hexuronic acid, 2 mg. 

4, 3, 4 (av. 3,7) 

„ 1,75 mg. 

2-3, 3, 4 (av. 3,2) 

,, 1,5 mg. 

2, 2—3 (av. 2,2) 

,, 1,25 mg 

1, 2, 1 (av. 1,3) 

Orange juice, 3,0 cc. 

4, 3, 4 (av. 3,7) 

,, 2,5 cc. 

2-3, 2-3, 2-3 (av. 2,5) 

,, 2,0 cc. 

1-2, 1, 2 (av. 1,5) 

,, 0 oc. 

0, 0 (av. 0) 


Auch Dann43) fand gute Übereinstimmung : 


Tabelle 96. Examination of the experimental animais for signs scurvy 


Gui- 

nea 

pjg 

Daily addition to 
basal diet 

State of growth 
after 16 day s 

Haemor- 
rhage 
of knee 
joints 

Beading 
of ribs 

Dogrop of 
protocticm 
from HCiirvy 
shown hy 
the teeth 

1 

None 

Losing woight 
rapidly 

+ 4- 

4 - _|_ 

1 

2 

99 

,, 

+ 

+ 

0 

3 

,, 

,, 

+ + 

+ 

0 

4 

0,5 mg. glycuronolactono 

,, 

+ + 

+ 4- 

1 

5 

,, 

,, 

+ 

+ 

0 

6 

„ 


+ + 

H- + 

0—1 

7 

0,5 mg. glycuronolactono 
+ 10 y “30% methyl- 
nornarcotine” 


+ 

4- 

1 

8 

,, 

»» 

+ + 

+ -f- 

0 

9 

,, 

,, 

4- 

4- + 

0 

10 

10 y “30% methylnornar- 
cotine” 


+ 

+ 

0 

11 *) 


— 

— 

. — 

1 

12 


Losing weight 
rapidly 

+ 4- 

+ 

0 

13 

10 g. cabbage 

Growing well 

0 

0 

4 

14 


,, 

0 

0 

4 

15 


». 

0 

ü 

4 


Explanation of .synibols 
Column 4. 0 signifies no haemorrhago. 

+ signifies slight haemorrhagt^ 

+ + signifies severe haemorrhago. 

Colninn 5. 0 signifies no rib-beading. 

4 signifies slight rib-beading. 

-f 4- signifies very marked rib-beading. 

Column 6 . The figures correspond to the scale drawn up by K e y and E 1 p h i c k , 
0 indicating no protection, and 4 indicating complote protection 
from scurvy. 

Ans der Tabelle ist ersiehtlich, daB Methylnarkotin unwirksam ist. 

*) Guinea-pig No. 11 died on the tenth day of the experimont, and no examina- 
tion of the joints or ribs took place. 

43) Dann, Biochemic. J. 27, 220 (1933). 
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Die Methodé liefert nur bei Anwendung eines genûgend groBea 
Tiermaterîals brauchbare Werte. Von 20 negativen KontroU- 
tieren zeigen etwa nur 60% das Stadium 0. Die anderen verteilen 
sich auf die Stadien 1 — 4 (!). Die Méthode liefert die besten 
Werte, wenn etwa 300 — 350 g schwere Tiere in den Versuch 
kommen. 

5* Der Schneidezahntest von We8tin44) 

West in erhebt gegen die bisherigen Methoden neuerdings Einspruch. Hôjer 
und West in hatten Querschnitte des Vorderzahns gemacht imd den Schnitt durch 
den ersten Molaren gelegt, also im apikalen Drittel des Nagezahns. Gleichzeitig 
wurden Làngsschnitte des ersten Molaren bukkal -lingual geschnitten. Hôjer begnügt 
sich mit Querschnitten durch den Unterkieferinzisiven. Wilton untersucht nur 
die Zahnkrone. Die primâren Zahnver- 
ânderungen treten in der Inzisivspitze auf, 
und zwar in dem in der freiliegenden 
Krone befindlichen Pulpateil. 

Nun sind aber nach West in die Ver- 
ânderungen von Fall zu Fall so ungleich- 
mâûig, je nach dem Grad des Vitamin- 
mangels und je nach der Geschwindigkeit 
des Heilungsprozesses, dafi eigentlich keine 
der angegebenen Methoden die Verânde- 
rungen erfaût. Bei nur schwachem Vita- 
minmangel entwickelt sich ein latenter 
Skorbut, dessen Zahnverânderungen das 
apikale Drittel des Zahns nicht erreichen, 
sondem sich im koronalen Drittel ab- 
spielen, mit primâren Verândeiungen gegen 
die Mitte des Zahns zu. Wenn also der 
C-Mangel nur wenige Tage bestand, haben 
die Verânderungen das apikale Drittel gar 
nicht erreicht. Umgekehrt wâchst das 
Heilungsblastem (z. B. im kurativen Zahn- 
test) vom Apex gegen die Kronenspitze 
zu, imd zwar je nach der Dosis schneller, 
so dafi die Heilung nicht sofort das koro- 
nale Drittel erreicht. Wenn daher die 
Untersuchungen auf das apikale oder koronale Drittel beschrânkt bleiben, erhâlt 
man unrichtige Ergebnisse. 

Die Diagnose nach der H ô j erschen Méthode ist nur sicher, wenn der Querschnitt 
Skorbut zeigt. Wenn das apikale Ende aber normale Bilder aufweist, ist es kein 
sicherer Beweis dafür, dafi die C-Zufuhr wirklich ausreichend war. Es kônnen trotz 
schôner Bilder im apikalen Drittel latente skorbutische Verânderungen mit irregu - 
lârer Dentinbildung, Odontoblastenzerstôrung, Pulpavaskularisation und sogar 
Blutungen im koronalen Drittel und selbst gegen die Mitte vorkommen. Die Heilung 
kann im apikalen Drittel abgelesen werden. Ist sie aber schon eine gewisse Zeit in 
Gang oder sind von vomherein grofie Dosen des Vitamins gegeben, so kann das 
Heilungsstadium das apikale Ende schon passiert haben. Wilton kann zwar das 
Normalstadium und das latente skorbutische Stadium ablesen, aber die Heilung 
gibt Bilder, die einem âlteren Stadium entstammen, als dem wirklich vorliegenden. 

Daher ist es nôtig, sowohl Querschnitte als auch Làngsschnitte des Zahns zu 
studieren. Die Làngsschnitte dienen zur Kontrolle und Übersicht, die Querschnitte 
zur Beurteilung des Skorbuttyps und zu Detailstudien der Odontoblasten. 

Da der Zahn latéral nach der Seite abbiegt, kann man keinen Lângsschnitt 
des ganzen Zahns bekommen. Man nimmt daher Lângsschnittserien des koronalen 

44) West in, Z. f. Vitaminforschg 2, 1 (1933). 

17 ' 



Abb. 90. Kurativer Gewichtstest auf 
Vitamin C mit Ascorbinsâure aus 
Nebenniere (A), aus Paprika (B) und 
mit goreinigter Ascorbinsâure (C). 



Drittels, das übrige des Vorderzahns wird quergeschnitten. Man legt femer einen 
Làngsschnitt durch die apikale Hâlfte des Zahns von der Molargegend, wo der Schnitt 
nach der Lângsachse plaoiert wird, mit Schnittrichtimg mediabdistal imd die Sérié 
lingual-bukkal verlaufend. Man erhâlt so von jedem Tier Lângsschnitte durch den 
ganzen Zahn, wodurch der Inzisivzahn da« Bild der koronalen und die Molarpartie 
das der apikalen Hâlfte liefert, wâhrend gleichzeitig die verschiedenen Gruppen 
Querschnitte von der Mittelpartie und dem apikalen Ende des Inzisiven geben. 

Der Test wird mit 250 — 300 g schweren Tieren ausgeführt, die vor dem Versuch, 
grünes Gemüse und Apfelsinensaft als Zusatz zur Zuchtdiât erhalten. Benutzt wird 
die Sherman- Gôthlin-Kost. Der Test kann prophylaktisch oder kurativ gehand- 
habt werden. Die Kiefer werden so schnell als môglich herausprâpariert, die eine 
Hâlfte in Formalin, die andere in 25 %igem Formalin (mit Sublimât gesâttigt) gelegt 
und mit 5%iger Trichloressigsâure entkalkt. 

Im prophylaktischen Test mit der Zugabe von 7 ccm Apfelsinensaft pro die 
zeigt der Querschnitt einen vollkommenen Normalzustand mit normalem Odonto- 
blastem, Pulpagewebe, einer dünnen gleichmâÛigen Prâdentinzone und einer nor- 
malen Dentinverkalkung. Bei Zugabe von nur 5 ccm pro die ist kein vollkommener 
Schutz zu erreichen. Die koronale Spitze des Inzisiven zeigt deutliche Vaskularisation 
und Blastemzerstôrung, aber keine Verzackung und keine Pulpaknochenbildung. 
Der Querschnitt vom Anfang des koronalen Drittels zeigt normales Dentin, eine 
dünne Prâdentinlinie und normale Odontoblasten. Das Pulpagewebe ist normal. 
Die prophylaktische Dosis von 3 — 6 ccm pro die erzeugt latente Zahnzerstômngen 
gegen das apikale Drittel. Bei Zugabe von nur 2 ccm ist nach 14 Tagen beginnender 
Skorbut im koronalen Va festzustellen. Nach 27 Tagen ist eine mitigierte Skorbut- 
form mit Pulpaknochenbildimg voll entwickelt. Die negativen Kontrollen zeigen 
schweren Skorbut, starke Pulpaatrophie und hydrophische Degeneration, Odonto- 
blastemzerstôrung bis Odontoblastemverlust, schwere degenerative Wandverkalkung. 
Beim schwersten Stadium sind die Verânderimgen bis tief in das apikale Drittel 
gednmgen, das Odontoblastem ist vôllig verschwunden. Es finden nur amorphe 
Verkalkungen statt. 

Bei der Heilung des Skorbuts im kurativen Test findet man bei der fast volligen 
Wiederherstellung des normalen Bildes noch eine amorphe Verkalkungslinie des 
lOtâgigen Skorbuts in der âufieren Zone des Dentins. Btû Verabreichung von tâg- 
lich 5 ccm Apfelsinensaft zeigen sich nach 10 Tagen groÔe Odontoblasten, die Dentin 
aufbauen. Dieses Nonnaldentin schlieBt aber wâhrend der raschon Réparation 
Pulpagewebespartien imd GefâBpartien mit ein. Die amorphe verkalkte Wandlinie 
des lOtâgigen Skorbuts ist meist noch zu sohen. Die Dentinproduktion hat nicht 
unmittelbar hinter der Verkalkungslinie angofangen, sondern weiter gegen die Pulpa 
zu, geschieden von der normalen Verkalkungslinie durch eine zeitiger aufgebaute, 
dentinartige, fast kanalfreie Übergangszone, Das erste Zeichen der Heilung ist eine 
ungleichmâBig geformte Schicht zwischen den neugebildeten Zellen mid der skor- 
butisch verânderten Dentinwand, die einen Ansatz zu einer Osteoid -Prâdentinzone 
darstellt. 

6. Der kurative Wachstumstest 45) 

Junge Meerschweinchen im Gewicht von 250 g werden auf eine C-freie 
Kost gesetzt, die ans 720 g Hafer, 18 g Kleie, 40 g Eigelb, 8,4 g Salzgemisch 
und 1% Lebertran besteht. Sie erhalten zunàchst dazu 10 Tage lang 15 g 
Gemüse pro Tag. Nach dieser Vorperiode wird die Zulage abgesetzt und das 
Gewicht der Tiere registriert. 

Nach etwa 2 — 3 Wochen erscheinen die ersten Zeichen des Skorbuts. 
Man wâhlt für den Test nur diejenigen Tiere aus, die Skorbutsymptome zeigen 
und etwa 10 g ihres Gewichts, vom erreichten Hôchstgewicht gerechnet, ver- 
loren haben (10—20 g zulâssig). Die Tiere werden in Gruppen eingeteilt, von 

45) Harris-Mills-Innes, Lancet 1932 II, 236. — Mills, Biochemic. J. 26, 
704 (1923). 
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denen die eine als négative KontroUe dient und unbehandelt bleibt, wahrend 
eine andere eine bestimmte Dosis eines Standardpràparats erhâlt. Aile ûbrigen 
werden mit steigenden Dosen des zu untersuchenden Pràparats behandelt. 

Die Auswertiing auf C-Gehalt erfoigt ans dem Gewichtsanstieg, wie ans 
einem Beispiel hervorgeht (Abb. 91). 



AV)b. 91. Der Einflufî der Verabreichung verschiedener Do-sen Nebennieren oder 
Orangensaft auf die Gewichtszunahme skorbutischor Moerschweinchen. 
(Gostrichelt ~ Vorperiode auf vollwertiger Kost, pimktiert ^ Skorbutkost, aus- 
gezogen Zufütterungsperiode.) (Nach Harris c. s.) 


Der Versuch wird nach 10 Tagen abgebrochen. Die Méthode hat den 
Vorteil, schnell ausführbar und objektiv zu sein. Allerdings sind beson- 
dere VorsichtsmaBregeln zu treffen, bevor man sie anwendet. Es müssen 
Tiere vorhahden sein, die eine bestimmte, nicht zu groBe Gewichtszunahme 
zeigen, da sonst die Ansprechbarkeit auf Vitamin C leidet. Andererseits 
kônnen Tiere, die an interkurrenten Infektionen erkranken, die Auswertung 
erheblich storen. 


Die Méthode ist um so genauer, je mehr Tiere für die einzeloe 
Dosis zur Verfügung stehen. Im allgemeinen kommt man mit 3 — 4 Tiereii 

pro Dosis imd mit 12 — 16 Tieren pro Sub- 
stanz aus. 

Die Auswertung kann auch aus folgender 
Abb. 92 erfolgen, indem man in dieser Stan- 
dardkurve die der gefundenen Gewichts- 
zunahme entsprechende Dosis abliest. Es ist 
zu bemerken, daJB eine solohe Kurve nur 
für ein und dieselbe Kost Bedeutung hat. 
Am besten wird sie mit genügendem Tier- 
material aufgestellt. Die Verwendung einer 
solchen Reaktionskurve berechtigt nicht da- 
zu, die Kontrollversuche wegzulassen. 

Harris-Mills-Innes (1. c. 45) ©mpfehlen 
eine âhnliche Méthode, die von der geschil- 
derten nur durch die Kostmischung etwas 
Abb. 92. Wirkung der Vitamin C- abweicht. Sie verfüttem Haferflocken 3600 g, 
Verabreichung auf die Gewichts- Kleie 400 g, Eigelb, trocken 200 g mit 1 % 
zunahme. (Nach Harris c. s.) Lebertran. 



7» Beîspiel nach^Moll, Mercks Jahreaberichte 1933. Auswertung von 
Zitronensaft und Ascorbinsaure. Kombination aller Methoden 

Tabelle 97 



4) 

! ! 



Zahl der Tiere mit 



Anf.- 1 Hôchst-I End- 
Oewicht 

[ im Burchschnltt 
in g 

Zahl der Tiere 


Skorbutvcrânde- 

s 

Bogis 

in 

ccm 

H 

ë ' 
^ 1 

1 

tsi 

m. pathologisch- 
anatomlschen 
Skorbut- 
erscheinungon 

a 1 b 1 c 1 d 

Skorbutgcsamtbild 
nach dem 
Zerlegungsbefiind 
im Durchschnitt 

rungenan den 
Schneidezahn- 
wurzcln nach der 
Eintollung von 
Kcyu. Elphick 

0| 1 1 2 1 3 1 4 

Skorbutgesam 
jnach dem Sci 
i dezahnbefund 

1 Durchschnit 


1. Behandelt mit Zitronensaft a) Rohsaft, b) dezitrierter Saft nach 
Zilva 


a) 3 

b) 3 

4 

6 

322 

339 

468 

451 

468 

451 

1 

1 

i 

2 

4 

4 

fehlt 

sehr gering 




2 

1 

2 

3 

4 

4 

a) 1,5 

22 

332 

455 

455 



4 

18 

sehr gering 


1 

12 

6 

1 

2/3 

b) 1,6 

9 

340 

451 

451 



3 

6 

gering 



3 

3 


2/3 

b) 1,0 

3 

344 

479 

479 

i 



1 

2 

gering 


2 

1 



1/2 

a) 0,75 ! 

5 1 

354 

454 i 

445 


2 

2 

1 

leicht bis mittel- 


5 


i 


1 

a) 0,75 

2 

342 

450 

450 



2 


leicht 


2 




1 

a) 0,5 

2 

350 

461 

445 


1 2 



mittel 


2 


i 


1 

b) 0,5 

3 

315 

407 

378 


3 


i 

mittel 


2 

•1 



1 


2. Unbehandelte Kontrollen 


|45|325| 378 |214|44|l| | | schwer |36| | | | 1 0 

Die unbehandelten Kontrollen sind in der Zeit vom 21. — 32. Tag, im Durch- 
schnitt am 27. Tag eingegangen. Die behandelten Tiere wurden getôtet, nachdem 
die Kontrollen eingegangen sind. (30. — 32. Tag.) 

Zeichenerklàrung: a == schwer, b = mittel, c = leicht, d == o. Bfd. 
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Tabelle 98 


Bosis in 
mg und 
ccm 


L AscorMnsâure 

1. Pérorai 


1,5 

mg 

2 

312 

430 

430 




2 

fehlt 




1 

1 

4 

1,0 

mg 

3 

327 

509 

509 


I 


3 

fehlt 1 



2 

1 


2/3 

0,5 

mg 

6 

313 

473 

473 


1 

2 

4 

sehr gering 



6 



2 

0,25 mg 

3 

307 

461 

441 


1 3 



mittel 


2 

1 



1/2 


2. Subkutan 


0,5 mg 3 312 444 444 | I 3 j fehlt | 1 | 2 2/3 

0,05 mg 3 304 365 284 3 j I | mittel 3 | | 0 


II. Kontrollen 

1. Frischer Zitronensaft 


1,5 ccm 5 329 1 486 

1 486 1 ! 

1 1 1 4 i sehr gering 

1 î 1 ® 1 1 

i 2 

0,75 ccm 2 326 1 417 

1 400 1 j 5 

5 1 1 j mittel 

1 i2! Il 

! 1 

2. Unbehandelt 

1 8 1 314 1 381 

1 225 1 8 i 

j 1 ■ schwer 

|8| M 1 

1 0 


Die unbehandelton Kontrollen sind in der Zeit vom 25. — 32. Tag eingegangen, 
im Durchschnitt am 30. Tag. Die behandelten Tiere wurden getôtet, nachdem die 
Kontrollen eingegangen sind. (31. — 32. Tag.) 

Zeichenerklarung: a ~ schwer, b — mittel, c — leicht, d ~ o. Bfd. 

8, Wèîtcre als Test vorgeschlagene Reaktionen 46), 47), 48), 49) 

1. Die Erscheimmg, dai3 die Nebcnnieren von Meerschwoinchen eine Silber- 
lôsimg reduzieren, wobei sie durch das ausfallende Silber schwarz gefàrbt werden, 
wâhrend die Nebennioren skorbutkranker Tiere sich kaum fârben, kann als Test 
auf Skorbut dionen. Bereits nach Otagiger C-freier Fütterung enthalten die Neben- 
nieren die reduzierende Substanz nicht mehr. 

Die Reaktion bat fur die quantitative Auswertung noch keine Bedeutung 
erlangt, kann aber als Zusatzprobe bei dem prophylaktischen Tcîst mit verwandt 
werden 50). 

2. Die Verânderungen an der Knorpel-Knochengrenze der Rippen kônnon im 
Rôntgenbild studiert werden und ebenfalls als Zusatzbefund bei der Stellung der 
Diagnose bewertet werden. Eine Méthode, die allein auf der Rôntgenoskopie fufit, 
ist zu ungenau. 

3. Kpllathôl) stellt die Diagnose aus dem histologischen Bild der Rippen. 
Nach dem Entkalken mit Mü lier -Formol und kurzer Nachbehandlung mit Sal- 
petersàure werden die Rippen in Gélatine oder Celloidin eingebettet und geschnitten. 
Fârbung mit Hâmatoxylin-Eosin. Das histologische Bild bringt die verschiedenen 
Stadien deutlich zum Ausdruck. 

4. Eine besonders einfache, aber nicht nachgeprüfte Méthode beschreiben 
Dalldorf und Z ail. Sie verwenden als Testreaktion auf Vitamin C nur das Zahn- 

46) Siehrs c. s., Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 30, 696 (1933). 

47) Boürne, Austral. J. exper. Biol. a. med. Sci. 11, 261 (1933). 

48) Moore-Ray, Nature (Lond.) 130, 997 (1932). 

49) Dodd, Boston med. J. 169, 237 (1913). 

50) De Caro, Boll. Soc. Biol. sper. 8, 1558 (1933). 

51) Kollath, Arch. f. exper. Path. 167, 507 (1933). 


Anf.-j Hôchst-l End- 
Gewicht 

im Durchschnitt 
in g 


Zahl der Tiere 
[m. pathologisch- 
anàtomischen 
Skorbut- 
erschelnungen 


b I C I d 


SkorbiitgesamtbUd 
nach dem 
Zerlegungabefund 
im Durchschnitt 


Zahl der Tiere mit 
Skorbutverftnde: 
rungen an den 
Schneidezahn- 
ivurzoln nach der 
Eintcihmg von 
Keyu. Elphick 

0| 1 I 2 I 3| 4 
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wewîhstum, das, je nachdem C-Mangel oder genügende Zufuhr vorliegt, verlangsamt 
oder normal sein soll. 52) 

5. Gôthlin 58) betrachtet die Sch4digimg der Kapillarwande als Frühsymptom 
des C-Mangels und will dnrch Messung der relativen Widerstandsfàhigkeit der Haut- 
kapillaren gegen die Erhôhung des intravasalen Druckes eine Méthode zur Bestim- 
mnng des C-Gehaltes eines Organismus aufbauen. Die Spezifitàt der Méthode wird 
bezweifelt. 


111. Die chemischen Methodén zum Nachweis des Vitamins C 

Das Vitamin C ist ein auch in nicht alkalischer Lôsung stark reduzierender 
Stoff, der z. B. Indophenolfarbstoffe zu farblosen Leukoverbindungen reduziert. 
Diese Eigenschaft wird für die chemische Bestimmung des Vitamins nntzbar 
gemacht. Als spezifisch reduzierbar durch das Vitamin C erwies sich das 
2 ,6-Dichlorphenolindophenol (Schuchardt). 

Die Reaktion ist in Gegenwart von gelôsten Eisensalzen nicht durchführbar 
und auf tierische Organe nicht anwendbar. Das einzige pflanzliche Material, 
das falsche Werte ergibt, sind Pfifferlinge. 

Die von Bezssonoff als Reaktion auf das Vitamin C vorgeschlagene Reaktion 
mit dem Fol in -Denis -Reagens ist für das Vitamin nicht spezifisch. 


Die 2,6-Dichlorphenol-Indopheiiolmethode 
der Vitamin C-Bestimmimg 
1. Methodik von Tillmanns- Hirsch- Jakisch 

Die Titration wird in schwach saurer Lôsung mit 2-6-Dichlorphenol- 
indophenol ausgeführt. Es wird auf Blau titriert. 

In stark saurer Lôsung ist der Indikator nicht blau, sondern rot. 

Einstellung der Indikatorlôsung gegen Titantrichlorid 

Die Titanlôsung wird stets frisch hergestellt aus einer kâuflichen 16%igen 
salzsâurehaltigen Lôsung. 

Man stellt zunâchst die Titanlôsung gegen eine 0,01 n Eisenlôsung auf 0,01 n ein. 
Dazu lôst man 4,8221 g FeNH4( 804)2 ’ I2H2O in einer 0,02 n Schwefelsâure zu 1 Liter. 

5 ccm dieser Lôsung werden mit 5 ccm Schwefelsâure 1 ; 3 und 6 ccm 10%iger 
Rhodankaliumlôsung versetzt und mit der otwa 0,01 n Titanlôsung auf farblos titriert. 

Die Einstellung der Farblôsung gegen die Titanlôsung geschieht durch Titration 
von 20 ccm der etwa 0,001 n 2-6-Dichlorphenollôsung (die man mit wenig Essig- 
sâure bis zur Rotfârbung und dann mit soviel festem Natriumacetat versetzt, bis 
die Farbe in Blau umschlàgt und auch wâhrend der folgenden Titration blau bleibt), 
gegen die Titanlôsung auf farblos. Der Natriumacetatzusatz muÛ so bemessen sein, 
dafî auch die saure Titanlôsimg abgopuffert wird. 

Einstellung der Indikatorlôsung gegen Ferrosalz 

Man lôst Mohrsches Salz in einer schwach schwefelsauren Lôsung unter 
Stickstoff zu einer 0,01 n Lôsung. 

Ein bestimmtes Volumen wird mit Natriumoxalat im ÜberschuÛ versetzt und 
schnell mit der Farblôsung titriert, bis die Lôèung blau wird. Die Titration mufi 
bei gedâmpftem Licht ausgeführt werden. Schnelles Arbeiten ist erforderlich, da 
die Lôsung nachblaut. 

52) Dalldorf -Zall, J. of exper. Med. 52, 57 (1930). 

53) Gôthlin, J. alb. a. clin. Med. 18, 484 (1933); Skand. Arch. Physiol. 65, 24, 
(1932); Klin. Wschr. 1932, 1469; Détermination of the antiscorbutic potency usw. 
Stockholm 1933. 
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Gewinnaiig der l'Haminhaltîgen Ldsnng aus den Nahrangsmitteln 

Früchte werden mit der Fruchtpresse gequetscht und der Saffc titriert. 
Gremüse wird zerkleinert, mit Wasser oder Sàure ausgekocht und die Titration 
mit dem Extrakt vorgenommen. 

Man zerschneidet die zu untersuchende Substanz (Achtung vor Eisen, nur 
Nirosta-Messer!) und bewahrt sie mit der mehrfachen Wassermenge im Eis- 
schrank einen Tag unter Stickstoff auf. 

Der Eiückstand Tvird mit etwa 2 — 3%iger Schwefelsàure unter denselben 
Bedingungen behandelt. Der dann verbleibende Rückstand wird mit Wasser 
10 Minuten unter Durchleiten von Stickstoff gekocht und schnell gekühlt. 
Dieselbe Operation wird mit dem Rest unter Sàurezusatz vorgenommen. 

Die Extrakte werden durch ein Tuch abgepreBt, auf ein bestimmtes 
Volumen aufgefüllt, und ein Teii fûr die Titration verwendet. Bei sauren 
Extrakten stumpft man den Hauptteil der Sàure durch Natronlauge ab und 
versetzt dann mit festem Natriumacetat. Man titriert, bis die blaue Fàrbung 
auch einige Minuten bestehen bleibt. 

Die Farblôsung wird mit Phosphatpuffer vom pjj = 7 hergestellt. Die 
Titration kann nicht bewertet werden, wenn gegen Ende die Entfarbung nur 
schleppend vonstatten geht, wie es bei einigen Nahrungsmitteln der Fall ist 
(Weintraube, Lauch). 

Im allgemeinen gibt die Schwefelsàurekochung die hôchsten Titrations- 
zahlen. Sie genügt in den meisten Fàllen, da die erhaltenen Werte die Summe 
aller anderen bilden. 


Auswertung der Ergebnisse 

Man errechnet die Anzahl Kubikzentimetcr der Farblôsung, die von 10 g 
der zu untersuchenden Substanz reduziert werden und nennt diese Zabi = TW 
(Titrationswert) . 

Die einzelnen Nahrungsmittel vergleicht man durch eine VZ (Vergleichs- 
zahl), die angibt, wieviel Kubikzentimerter Farblôsung von der Tagesdosis des 
Meerschweinchens reduziert werden: 

TW 

VZ = 

ME. (Meerschweincheneinheit) 

Ein Beispiel wird im folgenden gegeben: 

Tabelle 99 (nach Tillmanns) 

Wir benutzten bei der Wiedergabe der Titrationsergebnisscî folgende Abkür- 
zungen : 

FL = Farblôsung FKA = Folgender Kocîhauszug 

J = JodlÔsung WKA = Erster wâfiriger Kochauszug 

WA = Kalter wâfiriger Auszug FWKA = Folgende wâfiriger Kochaiiszüge 

SA = Kalter Sàureauszug SK A ™ Sàurekochauszug. 

Einige Beispiele sollen die Art unserer Angaben nàher erlàutem. 

Es wurden 50 g Grünkohl mit 200 ccm Wasser 24 Stimden lang kalt ausgozogen 
und danach die Flüssigkeit abgeprefit. Von den 200 ccm Prefiflüssigkeit reduzierten 
40 ccm, entsprechend 10 g Kohl, 7 ccm 0,001 N.-FL also WA — 7. 

Nim wurde der Rest (entsprechend 50 g Kohl) mit 200 ccm Wasser gekocht, 
die Prefiflüssigkeit auf 200 ccm ergânzt imd titriert. 4 ccm reduzierten 13,2 ccm FL. 
Von dem darauf folgenden Kochauszug mit abermals 200 ccm Wasser reduzierten 
40 ccm, entsprechend 10 g Kohl, 18 ccm FL. Die beiden Kochungen wurden dann 
als Summe angegeben; also FKA — 132 + 18 = 150. 
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In geülz derselben Weise sind die übrigen Angaben der folgenden tïbersicht ani 
verstehen, wolche für 3 verachiedenartige pflanzliche Lebensmittel die erhaltenen 
Titrationszahlen im einzelnen wiedergibt. 

Tabelle 100. Grünkohl 
(50 g Grünkohl + 200 ecm Wasser bzw. Sàure) 

Wasser 

Kalter Auszug 7, 

1. Kochung 1321 

2. „ 18 1 

1. Kochung 124, 

2 . „ 10 ^ 

3. „ 0( ^ 

Tabelle 101. Kohlrübe 

( 100 g Kohlrübe + 200 ccm Wasser bzw. Sâure) 

Wasser 

Kalter Auszug 1 (3), WA == 1 

1. Kochung 21 (24)] 

2. „ 5 (7)[fKA = 27 

3. „ 1 (l)i 

1. Kochung 16 (25) WKA = 16 

s: : 

Tabelle 102. Pfirsich 
( 50 g Pfirsich -f 200 ccm Wasser bzw. Sâure) 


Wasser Sâure 


Kalter Auszug 3, 

WA- 

3 

6 

SA- 

6 

1. Kochung 

2. 

31 

Ol 

FKA- 

3 

4\ 

0) 

FKA- 

4 

1. Kochung 

5 

WKA == 

5 

10) 



2. 

2 \ 

FWICA - 


1 

SKA- 

11 

3. 

0 1 

2 

0 1 


Die Oxydation der Farblôsung ist reversibel. Man kann durch Einleiten von 
Schwefelwasserstoff den Vorgang rückgângig machen. 

Die Méthode versagt bei eisenhaltigen Konserven. Die kleinen Eisenmengen, 
die in den Pflanzen vorkommen, stôren nicht. 


Sâure 


25 

(27), 

SA== 

25 

18 

(18) 1 

1 


4,5 

(5) 

} FKA = 

23 

0,5 

(1) 1 

1 


27 

(36) 1 

1 


13 

(14) 

SKA- 

42 

2 

(2) 1 

1 




2» Die Méthode von Siebert54) 

Siebert vervolls^ndigt die Tillmannssche Méthode, insofem als er eine 
Modifikation ausarbeitet, die auch für gefârbte Fruchtsâfte usw. anwendbar ist. 

In einem Zentrifugenrohr von 1,5 cm lichter Weite werden 5 ccm Nitrobenzol 
mit der zu titrierenden Losung überschichtet, die vorher mit wenig Essigsâure 
angesâuert wurde. Man lâfit zunâchst (ohne zu schütteln) die Farblôsung aus der 
Bürette zuflieÛen, wobei das Glas leicht umgeschwenkt wird. Erst dann schüttelt 
man etwas. Sollten sich dabei die Schichten nicht wieder trennen, wird zentrifugiert. 


54) Siebert, Dissertation. Frankfurt a. M. 1931. 
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Man erkennt den Umschlag an der Farbândenmg des Nitrobenzols von grünlich> 
gelb nach rôtiich-gelb. 

Die Méthode beniht auf Unlôslichkeit der Pflanzenfarbstoffe in Nitrobenzol, 
in dem die Farblôsung im Überschufi lôslich ist. 

3. Méthode von Bley er- Schlemmer- Cahnmann 56) 

25 ccm Milch werden im Erlenmeyer mit 10 ccm 10%iger neutraler Blei- 
acetatlôsung (Pb(CH 3 COO )2 • SHgO), dann mit 15 ccm 20%iger Na 2 S 04 * lOHgO 
gefâllt. Nach jeder Zugabe wird gut umgeschüttelt und schlieBlich durch ein 
Filter (Schleicher-Schüll 560) filtriert. Das Sérum muÛ klar sein. 

Man làBt zu der Lôsung aus einer Bürette Solange 2 — 6-Dichlorphenolindo- 
phenollôsung zuflieBen, bis Blaufàrbung erfolgt. Das pa muB 5,5 — 6,6 be- 
tragen (Einstellung mit l%iger Essigsàure). Die Lôsung des 2 — 6-Dichlor- 
phenolindophenols wird gegen Titanlôsung und Ferrilôsung eingestellt (s. oben). 
Man führt die Titration am besten in kleinen weiBen Porzellanschalen aus, da 
hier der Umschlag besser zu sehen ist. Die Titration dauert 3 — 5 Minuten. 
Die Natriumsulfatlôsung wird 2 Minuten nach der Bleilôsung zugegeben. 
Nach 2 — 3 Minuten wird filtriert, die Filtration dauert etwa 15 Minuten. 

Die Ergebnisse betragen bei Milch etwa 20 — 25 ccm pro 100 ccm. Esels- 
milch braucht 150 — 170 ccm, Schafmilch nur 3 — 4 ccm, Ziegenmilch 16 — 30 ccm, 
Frauenmilch 90 — 110 ccm. 

Kieferle und Mitarbeiter 57) imtersuchen die Boeinflussung des C-Gehalts 
der Milch bei der technischen Verarbeitung und finden gu te Übereinstimmung mit 
dem biologischen Test. 

Wolff-Eckelen-Emmerie 68) , die nach der Méthode von Tillmanns mit 
2,6-Dichlorphenolindophenol arbeiteten, zeigten, daB 1 mg Ascorbinsàuro 16,4 ccm 
Reagens entspricht. 1 g Nebenniere vom Kaninchen brauchte 23 ccm Reagena und 
1 g Nebenniere vom Menschen 1,2 ccm. 

Nach Karrer -Euler -Hellstrôm 59) verbraucht 1 mg Ascorbinsâure 16,6 ccm 
der Farblôsung, 1 ccm Zitronensaft etwa 6,5 cm Indikator. 

Wolff 60) fand mit einer Lôsung von 600 mg 2,6-Dichlorphenolindophenol pro 
Liter für 1 mg Ascorbinsâure einen Vorbrauch von 10,66 ccm, wâhrend von 1 ccm 
Zitronensaft 5,5 ccm reduziert wurden. 

Die Bestimmung geschah durch Verreiben von 1 g Material (Organ) mit eisen- 
freiem Quarzsand und 6 ccm 5%iger Trichloressigsâure. Das Filtrat wird mit der 
Farblôsung auf Rot titriert. 

4. Die Méthode von Harris- Ray und Mitarbeiter 

Harris und Ray 61) wenden die Tillmann sache Méthode an. Sie standar- 
disieren aber ihre Indikator lôsung gegen ein bekanntes Hexuronsàurepràparat 
( Hexuronsâure im folgenden = Ascorbinsâure). Den Gehalt dieses Prâparats 
an wirklicher Hexuronsâure ermitteln sie durch Titration mit Jod. Ein Molekül 
Hexuronsâure verbraucht 2 Atome Jod. Sie kônnen auf diese Weise sofort die 

56) Bleyer- Schlemmer-Cahnmann, Biochem. Z. 254, 187 (1932). — 

Bleyer, Münch. med. Wsehr. 1933, 257. 

67) Kieferle, Ber. Physiol. 75, 92 (1933). 

58) Wolff-Eckelen-Emmerie, Acta brev. neerl. Physiol. 3, 44 (1933). 

59) Karrer -Euler-Hellstrôm, Arch. Kemi. Mènerai, o. Geolog. 11 B, 6 
(1933). 

60) Wolff, Med. Tidskr. Genesk. 1933, 2140. 

61) Harris-Ray c. s., Biochemic. J. 27, 302, 590 (1933). 

B O m s k O V , Vitaminforschung 
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für eine Substahz verbrauchten Kubikzentimeter Tïtrationslôsung aiif 
Hexuronsâure umrechnen und den Gehalt der Substanz an Hexuronsàure 
angeben. 

Ein weiterer Vorteil liegt in der Titration in saurer Lôsung, wodurch das 
storende Glutathion ausgeschaltet wurde. 

Herstellung der Titrationslôsung : Man. lôst 0,1 g 2,6-Dichlorphenolmdophenol 
in wenig kochendem Wasser und gieût die Flüssigkeit in einen 50-ccm'Mel3kolben. 
Das Unlôsliche wird in derselben Weise nochmal behandelt. Die Lôsung wird auf 
60 ccm aufgefüllt. Sie ist stets frisch zu bereiten, da sonst der Endpunkt der Ti- 
tration unscharf wird. 

Ausfühnmg der Bestimmung: Die zu untersuchende Substanz wird abgewogen 
und mit Sand unter Zusatz von Trichloressigsâure (20 %iger) gemahlen. Man nimmt 
dabei eine solche Menge Trichloressigsâure, dafi nachher die Lôsung 5%ig wird. 
Man verreibt die Mischung und füllt auf ein bestimmtes Volumen auf. Zitrononsaft 
verdünnt man z. B. auf 1 : 10. 

Die Lôsung wird filtriert in eine Mikrobürette gefüllt. 

Man nimmt ein bestimmtes Volumen der Phenollôsimg imd lâfit aus der Bürette 
Solange die unbekannte Lôsung zuflieûen, bis die rote Farbe eben verscliwindet. 
Die Titration muû in 2 — 3 Minuten beendet sein. 

Einstellung der Indikatorlôsung : Man titriert ein Hexuronsâureprâparat in 
genau derselben Weise auf Umschlag in farblos oder gelblich. 

Die Hexuronsàurelôsung wird darauf gegen Jod eingestellt. 

Auf diese Weise ermittelt man die Kubikzentimeter der Titrationslôsung, die 
1 mg Hexuronsâure entsprechen. Ein Beispiel geht aus folgender Tabelle hervor. 

Tabelle 103. Standardisation of hexuronic acid against iodine, and 

indicator solution against hexuronic acid 

10 cc. of hexuronic acid solution (containing 1,72 mg. of a specimen of hexuronic 
acid) were titrated — 

(1) against 0,00677 N iodine solution: 

I required = 2,31 mg. ; 

Hence hexuronic acid présent = 1,60 mg. ; 

(2) against indicator solution: 

Volume of indicator required = 2,7 cc. 

Hence, 2,7 cc. of indicator solution =1,6 mg. of hexuronic acid 
or, 1 cc. „ = 0,6 mg. „ 

Das Pu der zu untersuchenden Lôsung (Trichloressigsâurefiltrat) mufî etwa 
2,5 betragen, da bei dieser Reaktion die besten Werte erhalten wurden. 

Die Méthode versagt bei Autolysaten, die Cystin enthalten. Auch Hefe enthâlt 
eine stôrende Substanz. 

Die Auswertungen ergaben für 2 ccm Orangensaft eine Hexuronsàuremenge 
von 1,2 mg. 

Die nach der Méthode als Tagesdosis für das Meerschweinchen ermittelten 
Werte stimmen mit dem im Testversuch gefundenen gut überein, wie aus neben- 
stehender Tabelle hervorgeht. 

Kon62) wandte die Méthode zur Bestimmung des Vitamins C in der Milch an. 
V. Euler 62a) berichtet nach einer âhnlichen Méthode über den C- Gehalt ver- 
schiedener Organe. 


62) Kon, Nature (Lond.) 1933, 64. 

62a) V. Euler, Ark. Kemi. Minerl. och Geolog. 11 B, Nr. 18 (1933). 
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Tabeîle 104 





Minimum daily dose for 


TTeicnroriic Acid 


guinea-pîgs, g. 


content 

As calculated 

As measured 


from hexuronic 

biologioally 


mg. per g. 

acid chemioally 

(newly determined 




determined 

or reputed value) 

Cabbage 


1,0 

0,9 


1 

Watercress 


0,67 

1,3 


1 

Lemon juice 


0,62 

0,60 

1,5 

1,5 


1,5 



[0,75 

1,2 



Orange juice, several types . 


0,59 

1.6 


1,5 



0,48 

1,9) 



Grape-fruit juice of 

(0,65 

io ,59 

1,5 J 


1,5—2 

Pineapple juice 


0,30 

3 


2—3 

Imported tomato, juice of . . 


0,21 

4,3 


3—5 

Banana 


0,15 

6 


5—10 

Potato 


0,15 

6 


6—10 

Rhubarb 


0,059 

15 


12 

Garrots 


0,028 

32 


10—35 

Grapes 

<0,030 

>30 


>20, 40 

Imported peach, juice of . . 


0,015 

60 


— 

Horse-radish 

Apples : 


1,6 

0,6 



Bramley’s Seedling, cortex 


0,16 

5,5 


3—5 

,, peel . 


0,77 

1,2 


1 

Newton Wonder, cortex . . 


0,053 

1 17 


10 

„ peel . . . 


0,24 

3,7 


3 

Blenheim Orange, cortex . 


0,031 

29 


— 

,, pe3l . . 


0,33 

2,7 


— 

Edward VII, cortex .... 


0,017 

53 


>20 

„ peel 


0,12 

7,5 


2? 

Cox’s Orange Pippin, cortex 


0,016 

56 


>20 

„ peel . 


0,09 

! 10 


— 

Suprarénal cortex, ox ... 


1,85 

i 0,5 


0,5 

Liver, ox 


0,68 

1,3 


— 

Milk, cow’s (variable) .... 

0,025—0,019 

36—47 

20—60 

“Ostomalt” 


0,27 

3,3 


4 

Egg-yolk 


0,00 

oo 


00 

Sussex groimd oats 


0,00 

00 


00 


5. Die C-Bestimmung im Blut nach der Reduktionsmethode 

vanEkelen und Mitarbeitor 68) beschrieben die C-Bestimmimg im Blut nach 
dem Tillmannschen Verfahren. Man enteiweifit mit Trichloressigsauro und erhâlt 
nach der Reduktion mit Schwefelwasserstoff viel grôÛere Reduktionswerte als vorher. 
Die vorhandenen C-Mengen sind so gering, daB sie die Zuckerbestimmung nicht 
storen kônnen. 

Die Méthode ist nicht ganz durchsichtig und mit Vorsicht zu handhaben. 
van Eckelen c. s. 68) fanden eine Reduktion des Farbstoffs in saurer Lôsung 
auch durch Cÿstein imd Ergothionein. Glutathion reduziert nicht in saurem Milieu. 
Emmerie fâllt Cystein \md Ergothionein mit Quecksilberacetat, wàhrend die As- 


63) van Eckelen -Emmerie c. s.. Acta brev. Neerl. PhysioL 3, 104 (1933); 
Nature (Lond.) 1933, 315; Biochemic. J. 1934; Klin. Wschr. 1934, 564. 

18* 
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corbinsâure in reversibel oxydierter Form in Lôsung bleibt und dnrch Schwefel- 
wasserstoffbehandlung zurückgewonnen werden kann. Es wurden folgende Werte 
gefunden, aus denen hervorgeht, daÔ die bisherigen Werte zu hoch sind, da nach 
der Hg-Behandlimg nnr ein kleiner Teil der Reduktionskraft erhalten bleibt. 

Tabelle 105. Analysen 



Verbrauchte ccm Indikator •) pro 10 ccm Flûssigkeit 


evtl. nach 
Enteiwelfien mit 
CCl.COOH 

nach Reduktlon 
mit H, S 

nach Fftllung mit 
Hg (CH,COO), 

Blut (Kuh) 

0 

2,73 

0,53 

Plasma 

0,5 

1,71 

0,63 

Blutkôrperchen 

0 

3,78 

0,72 

Augenkammerwasser 

1,68 

1,84 

1,80 

Cerebrospinalflüssigkeit .... 

3,00 

3,00 

3,00 

Ham 

3,00 

3,30 

1,30 


6. Die Bestimmimg des Yitamins C im Urin 

Die C-Bestimmung im Urin kann nach zwei Methoden erfolgen, erstens dnrch 
Titration mit n/100 Jodlôsung in stark saurem Milieu, zweitens dnrch Titration 
mit 2-6-Dichlorphenol-Indophenol. Ascorbinsàure entfàrbt Jodlôsung innerhalb 
weniger Sekunden (max. 10). 1 ccm n/100 Jodlôsung entspricht 0,88 mg 

Ascorbinsàure. Die 2-6-Dichlorphenol-Indophenollôsung wird zweckmàBig gegen 
reine Ascorbinsàure eingestellt. Die Ergebnisse beider Methoden sind kritisch 
zu betrachten, da sie bei Anwesenheit gewisser Begleitstoffe, wie Gluthathioii, 
Phenolen, Ergothionein usw., mit Unsicherheiten behafbet sind. Die Titration 
mit 2-6-Dichlorphenol-Indophenol wird weniger durch Begleitstoffe gestôrt als 
die Jodtitration, die für rasches Arbeiten zweckmàBiger ist. 

Titration von Ascorbinsàure im Urin. 25 ccm werden nach Zusatz von 
5 ccm Schwefelsâure (16%ig) und 0,5 ccm Stàrkelôsung (1 %ig) mit n/100 Jodlôsung 
bis zur Blaufàrbung titriert, Bei unscharfem Umschlagspunkt wird besser ein ge- 
ringer ÜberschuB der Jodlôsung zugegeben und nach 15 Sekunden mit n/100 Thio- 
sulfatlôsung zur ückti trier t. Die n/100 Lôsungen werden aus n/10 Ijôsungen frise h 
hergestellt und im Dunkeln aufbewahrt. Der Titer ist ôfter zu kontrollieren. Wichtig 
ist die Titration des môglichst frischen Harns. 

Die Reduktionskraft des normalen Urins betràgt für 25 ccm etwa 0,5 bis 
3 ccm n/100 Jodlôsung. Die tàgliche normale Ausscheidung des Erwaehsenen 
im Ham betràgt etwa 30 — 33 mg (Harris-Ray- Ward 64a)) Ascorbinsàure. 

7. Kritik der chemischen Bestimmimg des Vitamins C 

Die zur chemischen C-Bestimmung vorgeschlagenen Methoden sind nicht 
spezifisch. Es gibt auBer dem Vitamin C und in verschiedenen Lôsungen neben 
diesem Substanzen, die dieselbe Reaktion zeigen und die Bestimmung erheb- 
lich stôren kônnen. v. Euler 64) konnte zeigen, daB aus Zucker bei Behand- 
lung mit Alkali àhnliche stark reduzierende Stoffe gebildet werden. 

Harris 65) fand die Méthode nicht anwendbar auf Malzextrakte und auf 
cystinhaltige Stoffe. Trotzdem wird man aber bei genauer Kenntnis der 

*) 1 mg Ascorbinsàure entfàrbt 11,0 ccm Indikator. 

64) V. Euler, Naturwiss. 1933, 236. 

64a) Harris c. s., Biochemic. J. 27, 2011 (1933), 26, 1624 (1932). 

65) Harris, Nature (Lond.) 1933, 27. 
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Stônmgsmôglichkeiten und Einhaltung der Vorschriften mit der chemischen 
Vitaminbestimmung zu vergleichbaren Ergebnissen gelangen kônnen. Es wird 
aber unumganglich sein, nach wie vor eine genaue Standardisierung am Tier 
vorzunehmen. 

Bei sehr grofiem Titrationswert kann z. B. die biologische Wirkung der 
untersuchten Substanz minimal sein (!!!). 

IV. Der Vitamin C-Standard 

Als eine internationale Einheit des Vitamins C gilt vorlàufig 0,1 ccm eines 
nach folgender Méthode behandelten Zitronensaftes : 

AusgepreBter Zitronensaft wird durch Gaze filtriert, mitKalziumkarbonatim 
ÜberschuB versetzt, nach einstündigem Stehen filtriert. Der pg der Ixisung betrâgt 
etwa 6,0. Die Wirkung 1 ccm dieser Lôsung iat auBerordentlich konstant. 

Nach Angaben der Literatur soi! sich als Standard Apfelsinensaft besser 
eignen als Zitronensaft, doch ist dieser Standard international nicht anerkannt. 

10 internationale Einheiten entsprechen etwa 1 Meerschweincheneinheit. 

1 Meerschweincheneinheit ist etwa identiach mit einer Substanzmenge, 
die 7 ccm IndophenoJreagens reduziert. 

Die internationale Vitaminkonferenz des Volkerbundes London 
1934 hat einen neuen C-Standard eingeführt, und zwar gilt danach 
als eine Einheit die Wirkung von 0,05 mg reiner 1 - Ascorbinsàure, 
die in ihrer Wirkung etwa 0,1 ccm Zitronensaft entspricht 66). 

V. Die Bildung des Vitamins C 

Vitamin C wird von der Pflanze gebildet. Licht und Chlorophyll sind hier- 
für nicht erforderlich. Licht beschleunigt aber die Vitamin C- Synthèse. Bei 
der Keimung entsteht das Vitamin ebenfalls. Das konnte sowohl für Getreide- 
samen als au ch für Leguminosen bestàtigt werden. Erfolgt die Keimung in 
saurehaltigem Wasser, so ist die Bildung des Vitamins beschleunigt. Weizen, 
Roggen und Gerste bilden schon nach 24 Stunden reichliche Mengen C- Vitamin. 
Hafer erst nach 72 — 96 Stunden. Bei der Reifung von Früchten entsteht das 
Vitamin C in grôBerer Menge, 

Die bakterielle Synthèse ist für Vitamin C noch nicht erwiesen. 

Ob Tiere, die ohne C-Zufuhr leben konnen (Ratten, Hühner usw.) zur C- Synthèse 
befahigt sind, laBt sich nicht entacheiden. Immerhin ist die Tatsache b(;merkenswert, 
daB Ratten, die C-frei ernàhrt werden, noch Vitamin C in der LoImt speichem. 
Selbst bei den Jungen dieser Tiere findet man in der Leber das Vitamin. 


YI. Die Speicherung des Vitamins C 

Die Speicherung des Vitamins C ist erwiesen. Sie erfolgt allerdings nicht in 
einem solchen AusmaB, wie wir es etwa vom Vitamin D oder A her kennen. Im all- 
gemeinen sind die C-Vorràte des Meerschweinchens in 14 — 20 Tagen erschôpft. 
Parsons und Reynolds fanden in Leber skorbutischer Tiere kein Vitamin C. 

66) Lancet 1934, 45. 



278 


Die Vordiàt der Versuchstiere fiir den Vitamin C-Test spielt keine grofîe 
RoUe bei der Entstehung des Skorbuts. Im aUgemeinen entwickeln aber Tiere 
mit einem Gewioht von 200 — 300 g eher Mangelsymptome als jüngere oder 
altéré, da jene von der Mutter her einen groBen Vorrat an C haben und diese 
durch die Vordiàt Vitamin C speichern. 

VIL Der Vitamin C-Bedari 

Fast die gesamten untersuchten Tiere, bis auf Meerschweinchen, kônnen 
ohne C-Zufuhr normal gedeihen. Erwachsene Kaninchen benôtigen das 
Vitamin nicht, doch scheint es für junge unentbehrlich zu sein. Ratten 
und Màuse kônnen jahrelang ohne C-Zufuhr wachsen und sich fortpflanzen. 
Wiederkàuer scheinen zur C- Synthèse befahigt zu sein, da z. B. Kühe auch bei 
vollkommen C-freier Kost eine C-haltige Milch liefern. 

Tauben, Hühner und Kücken ( ? ) benôtigen das Vitamin nicht. Kticken 
scheinen das Vitamin C ebenfalls synthetisch aufbauen zu kônnen (vgl. dagegen 
oben). Die Leber der Kücken enthàlt auch nach langer C-freier Ernàhrung 
noch reichliche Vitaminmengen. Ratten verhalten sich ebenso. 

Der C-Bedarf ist beim Meerschweinchen ein besonders hoher, da ein Meer- 
schweinchen von 300 — 400 g dieselbe C-Menge benôtigt wie etwa ein Affe mit 
einem Gewicht von 2 — 3 kg. 

Der Bedarf des Menschen an Vitamin C ist 50 mal grôBer, als der d(^s Meer- 
schweinchens. 


VIII. Das Vorkommen des Vitamîns C 

Tabelle 106 


Substanz 

Prophylaktische 
Meerschweinchen- 
dosis in g oder ccm 

Substanz 

Prophylaktische 
Meerschweinchen- 
dosis in g oder ccm 

Zitronensaft . . . 

1—1,5 

Milch, roh . . . 

— _ .. 

20—150 

Limonensaft . . . 

r 

O 

Eior 

0 

Apfelsinensaft . . 

1,5 

Milch, kurz im of- 


Apfelsinenschale . 

1—2 

fencn Becher zum 


Mandarinensaft . . 

2,0 

Sieden erhitzt . 

40—300 

Pampolmusesaft . 

1,0 

Muskelfleisch . . 

Nicht nachweisbar 

Tomate, rot . . . 

1 

O 

Leber 

Eben nachweisbar 

Tomate, grün . . 

Erheblich mehr 



Tomatensaft . . . 

0,5— 4,0 

Getreidokôrner 

Sptiren 

Bananen .... 

5—10 

Getreidekôrner 


Pfirsich 

5 

imd Leguminosen 

î 

} 

Apfel 

10—15 

gekeimt oder in 


Bime 

10—15 

Wasser làngere 


Ananassaft . . . 

2,5 

Zeit gequollen . j 

Reichlich C*haltig 

Kürbissaft .... 

15—20 



Gras, Leguminosen, 




grün, Zuckerrü- 




benblàtter . . . 

1—5 



Kohl, Salat, Spinat 

1—2 



Karotten, Môhren 

20—40 



KarottenpreBsaft . 

20 



Kartoffel 

3—4 



Rüben 

2,5 
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IX. Die chemische Natiir des Vitamiiis C 

Von besonderer Bedeutung bei der Isolierung des Vitamins C wurde die 
Erscheinung, daB C-haltige Stoffe im allgemeinen eine der C-Wirksamkeit 
parallelgehende Reaktionswirkung entfalten (Tillmanns c. s. 68)). Wàhrend 
aber Zilva69) ans seinen Versuchen schloB, daB die reduzierende Substanz 
vom Vitamin verschieden sei, konnte Tillmanns den Beweis der Identitàt 
beider erbringen. Es gelang ihm aiiBerdem zu zeigen, daB bei der Oxydation 
des Vitamins zunàchst ein primàres Oxydationsprodukt entsteht, das noch 
antiskorbutisch wirksam ist und sich in das Vitamin rückverwandeln lâBt. Erst 
bei weiterer Oxydation entsteht ein nicht mehr C-wirksames Produkt. Bereits 
1928 war Szent-Gyorgyi 70) bei der Untersuchung der Nebennierenrinde 
auf eine ganz àhnliche Substanz gestoBen, die er Hexuronsàure nannte und 
deren Identitàt mit déni C- Vitamin in der Folgezeit bewiesen wurde. Die Er- 
mittlung der Konstitution des Vitamins konnte aber erst in Angriff genommen 
werden, als Szent- Gyôrgyi in den Paprikaschoten eine auBerordentlich reich- 
haltige C- Quelle entdeckte. Durch die Arbeiten von Cox und HirstTl), 
Karrer72) und Micheel73) wurde schlieBlich für das Vitamin C die Formel 
C(}HgOg folgender Konstitution sichergestellt : 

HO O 

HO— cf H No 

\ I / 

xr 

I 

HO— c— H 

I 

CH 2 OH 

Die Substanz wird Ascorbinsàure genannt. Die natürlich vorkommende 
C-wirksame Form ist die 1 -Ascorbinsàure, die heute in verschiedenen Betrieben 
durch Synthèse gewonnen wird. 

X. Die Darstellung Vitamin C-haltiger Konzentrate 

1, Méthode von Hoyle-Zilva 74) : Apf(4sinensaft wird mit einem ÜberschuB 
von gefàlltem Calciumcarbonat versetzt, gerührt und nach 1 stündigem Stehen fil- 
triert. Das Filtrat wird im Vakuum bei hôchstens 50“ auf eingoengt. Man ver- 
setzt die Lôsung mit des Volumens an absolutem Alkohol und verwirft dem 
Niederschlag. Das Filtrat wird im Vakuum vom Alkohol befreit. Die Losung ist 
haltbarer, wenn sie mit Zitronensàuro schwaeh angesàuert wird. 

2. Méthode von Z il va: Man engt dezitrierten Apfelsinensaft oder Zitronen- 
saft auf Vio des Volumens ein und setzt pro Liter Saft 7 g reine Zitronensàure zu. 
Die Losung ist sehr haltbar. 

68) Tillmanns c. s., Bioche^m. Z. 250, 312 (1932). 

69) Zilva c. s., Biochemic. J. 18, 633 (1924); 21, 698 (1927); 23, 1199 (1929). 

70) Szent-Gyorgyi c. s., Biochemic. J. 22, 1387 (1928); 27, 278 (1933); 
Nature (Lond.) 576, 690 (1932). 

71) Cox-Hirst, Nature (Lond.) 130, 888 (1932); Chem. a. Ind. 52, 221 (1933). 

72) Karrer c. s., Biochem. Z. 258, 4 (1933); Helvet. chim. Acta 16, 302 (1933). 

73) Micheel c. s.. Nature (Lond. 131, 274 (1933); Z. physiol. Chem. 215, 215 
(1933); 216, 233 (1933). 

74) Hoyle-Zilva, Biochemic. J. 21, 1121 (1927). 
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XI. Die DarsteOiing des Vitamins C in kristallisierter Form 

1. Méthode yon King imd Mitarbeiter 75) 

Anhand der Methoden von Grettlie-King-Waugh usw. haben neuerdings 
King und Mitarbeiter eine Méthode ausgearbeitet, die es gestattet, das Vitamin C aus 
Zitronensaft mit einer Ausbeute von 100 — 150 mg pro Liter in reiner Form zu gewinnen. 

3 Liter Zitronensaft werden durch Gaze filtriert, mit 7 g basischem Bleicarbonat 
(2PbC08 • Pb(OH) 2 , kupferfrei!) pro 100 ccm versetzt imd 3 Stimden gerührt. Die 
Lôsung wird mit einer gesàttigten Lôsung von neutralem Bleicarbonat (etwa 600 ccm 
für 3 Liter) versetzt tind weitere 30 Minuten gerührt. Dann wird der Niederschlag 
abzentrifugiert. 

Daa klare Filtrat wird auf 0® abgekühlt imd wâhrend dieser Zeit Kohlendioxyd 
hindurchgeleitet. Verdünntes Ammoniak (1:3) wird zugesetzt, bis die Lôsung 
Ph = zeigt (Phenolrot). Der ausfallende gelbe Niederschlag, der das Vitamin C 
enthàlt, wird in Essigsâure 1 : 3 gelôst imd nochmals durch Zugabe von Ammoniak bei 
Ph — 7,6 gefàllt. Bleiben die Filtrate gelb, so enthielt die Lôsung entweder zu wenig 
Ammoniak oder zu wenig Bleiacetat. Der umgefâllte Niederschlag wird in Salzsàure 
1 : 1 gelôst. Die Beaktion muQ deutlich kongosauer sein. Die Lôsung wird zwecks 
Entfemung der Fette usw. mit dem halben Volumen n-Butylalkohol ausgeschüttelt. 
Die wàBrige Schicht versetzt man mit Alkohol zu einer Konzentration von 76 %. 

Die Lôsung wird zentrifugiert. Der Niederschlag besteht zum grôfitenTeil aus Blei- 
chlorid. Die Lôsung wird auf 10 ccm eingeengt (Vakuum, Temperatur nie übor 40®! 
Aile Operationen imter CO 2 durchführen !) und mit 100 ccm Aceton versetzt. 

Der Niederschlag, der meist aus anorganischen Salzen besteht, wird entfemt, 
das Filtrat mit Bariumcarbonat neutralisiert, mit 5 g feinem Seesand versetzt und 
zur Trockne verdampft (Vorsicht, s. obenl). 

Der Rückstand wird mit 15 ccm trockenem Benzol ausgezogen und die Lôsung 
verjagt. Der Rückstand wird mit 200 ccm absolutem Benzol gut bedeckt, über 
Nacht stehen gelassen. 

Das klare Filtrat wird abzentrifugiert, zur Trockne verdampft und mit 30 ccm 
eines absoluten n-Propylalkohols aufgenommen. Nach Abkühlung auf 0® wird die 
Lôsung mit demselben Volumen Petrolàther (30 — 60®) versetzt, der Niederschlag 
abzentrifugiert und zum Filtrat weitere 60 ccm Petrolàther gegeben. Der entstehende 
Niederschlag wird ebenfalls abzentrifugiert. 

Die Lôsung wird bei 0® aufbewahrt. 

Die beiden Niederschlâge werden getrennt nacheinander mit 25 ccm n-Propyl- 
alkohol 10 Minuten bei Z immer temperatur extrahiert und die Lôsung wieder durch 
Zugabe von 75 ccm Petrolàther gefàllt. 

Diese beiden Filtrate werden mit dem obigen vereinigt, zur Trockne verdampft, 
mit 16 ccm absolutem Benzol aufgenommen und wieder verdampft. 

Der Rückstand wird im kleinsten Volumen n-Propylalkohol gelôst und mit 
Petrolàther versetzt, bis eben eine beginnende Fâllung erscheint. Die Lôsung wird 
im Exsikkator über Phosphorpentoxyd im Eisschrank der Kristallisation übor- 
lassen, die meist nach 24 Stunden vollstàndig ist. Bei unvollstàndiger Kristallisation 
wird der Alkohol im Vakuum weiter abgedampft. 

Die Kristalle werden aus Methanol umkristallisiert. Sàmtliche Lôsungen müssen 
absolut trocken sein. Vorsicht vor Spuren Cu! 

2. Méthode von S vîrbely- Szent= Gyorgyi 76) 

50 kg Paprika werden gemahlen und mit 1760 ccm heifi gesàttigter Barium- 
acetatlôsung versetzt. Nach 1 stündigem Stehen prefît man die Flüssigkeit ab. Aus- 
beute etwa 40 Liter. Die Lôsung ist bei Ausschlufi von Luft 2 — 3 Wochen in der 
Kàlte bestàndig. Man lôst darin normales Bleiacetat zu 5 % und versetzt mit Am- 
moniak, bis die Lôsimg gegen Bromphenolblau schwach alkalisch reagiert. Der 
entstehende Niederschlag wird abzentrifugiert. Man suspendiert ihn in wenig Wasser 

76) King und Mitarbeiter, J. of biol. Chem. 97, 326 (1932); 84, 771 (1929); 
Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 30, 1281 (1933). 

76) Svirbely- Szent- Gyorgyi, Biochemic. J. 27, 279 (1933). 
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mid versetzt mit 25%iger Schwefelsàure bis zum Umschlag von Thymolblau. Der 
Niederscblag von Bleisulfat wird abfiltriert. Man lôat im Filtrat Bariumacetat zu 
10% und verwirft den entstehenden Niederschlag. Das Filtrat wird mit 6 — 10% 
Bleiacetat ansgefàllt. Dann meicht man die Lôsung gegen Bromthymolblau alkalisch. 
Der Niederschlag wird abzentrifugiert und wie oben behandelt. 

Die Filtrate (etwa 1500 — 2000 ccm) werden mit Ammoniak abgestumpft 
(Thymolblau noch nicht geblàut) und im Vakuum bei 20 — 30® auf 200 — 300 ccm 
eingeengt. Man fàllt mit dem doppelten Volumen Methylalkohol und verwirft den 
unwirksamen Niederschlag. Das Filtrat wird mit demselben Volumen Aceton gefâllt 
und der Niederschlag mit wenig Alkohol und Aceton extrahiert. Filtrate und Ex- 
trakte werden im Vakuum zur Sirupkonsistenz eingeengt» dann mit 100 ccm Methyl- 
alkohol und 500 ccm Aceton versetzt. Man filtpert vom Unlôslichen ab und woscht 
mit wenig Methylalkohol aus. Die Waschflüssigkeit wird mit Aceton gefâllt. Das 
Filtrat wird mit der ursprimglichen Lôsung vereinigt. 

Man versetzt die Filtrate mit demselben Volumen wasserfreiem, frisch destil- 
liertem Ather, dekantiert die überstehonde Lôsung ab und extrahiert den Nieder- 
schlag mit wenig Methylalkohol. Der Extrakt wird mit Ather und Aceton behandelt 
und das Filtrat mit der Hauptmenge vereinigt. 

Die Lôsungen werden im Vakuum zur Sirupkonsistenz eingeengt. Der Sirup 
wird in grofien Kristallisierschalen über Schwefelsàure aufbewahrt. Man stellt gra- 
nulierte NaOH in denselben Exsikkator. Bei der Trockmmg scheidet sich die Ascor- 
binsâure in Kristallen ab, die von der Hauptmasse durch Wascheii mit Methyl- 
alkohol getrennt werden. Die Kristalle kônnen mit Aceton nachgewaschen und im 
Vakuum getrocknet werden. 

Die Substanz hat den Schmelzpimkt 187^ — 189®. Ausb(‘ute: 0,5 g fur 10 Liter 
Saft. Wirksamkeit im 65-Tage-Versuch: 0,5 mg pro di(‘. 

Zur Reinigung werden die Kristalle in einem Gemisch von 3 Toilen Methyl- 
alkohol und 2 Teilen Dioxan gelôst (für jedes Gramm etwa 5 ccm Gomisch). Die 
Lôsung wird im Vakuum eingeengt und über Nacht der Kristallisation in der Kâlte 
überlassen. Die ausgeschiedenen Kristalle werden mit Aceton gewaschon und im 
Vakuum getrocknet. Schmclzpunkt 192®. 

Darstellung der Monoacetonascorblnsâuro : 20 g Ascorbinsâure werden mit 
500 ccm Aceton und 50 g wasserfre^kîm Kupfersulfat 24 Stunden geschüttelt. Die 
Lôsung wird filtriert und im Vakuum auf eingeengt. Nach Zugabe des doppelten 
Volumens Petrolâther kristallisiert die Monacetonascorbinsàure in farblosen Pris- 
men. Sie werden in Aceton gelôst und durch Zugabe von Pt^trolâther emeut gefâllt. 
Die Ausbeute betrâgt 70%. 

Die Substanz wird durch heiÛes Wasser leicht zerlegt. Die wi(îdergewonn(me 
Ascorbinsâure hat die voile biologische Wirksamkeit. 


Tabelle 107 


■ 

Fed daily 

No. of 
animais 

Average 
survival 
((55 days’ 
test) 
day» 

! 

Average 
scurvy 
score *) 

Avcîrage 
gain in 
weight 
g. 

Basal diet only 

3 

19 

13 

—98 

1,5 cc. lemon juice 

3 

65 

0 

222 

0,125 cc. paprika juice 

2 

53**) 

7 

—70 

0,25 cc. ,, 

3 

1 53 **) 

3 

33 

0,5 cc. ,, 

3 

53 **) 

1 

87 

1 mg. monoacetone-ascorbic acid 

4 

65 

1 

100 

1 mg. ascorbic acid from acetone dérivative 

ô 

65 

0 

243 

0,5 mg. ascorbic acid from paprika 

0 

65 

0 

167 

0,5 mg. ascorbic acid recryst. 5 times 

4 

65 

1 

129 

Basal diet only 

3 

21 

13 

—83 

1 cc. alkali glucose 

6 

19 

17 

—62 


*) Highest possible score is 24. 

**) Chloroformed owing to déplétion of supply of paprika juice. 
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3. Méthode von Tillmanns imd Mitarbeiter 77) 

Tillmanns und Mitarbeiter stellen das Vitamin C in guter Ausbeute ans Hage- 
butten her. Die Méthode beruht auf fraktionierter Bleifâllung, indem einmal in 
saurer, einmal in neutraler imd schliefilich in alkalischer Lôsung in Aceton gefâllt 
wird. Das Vitamin geht die ersten beiden Male nicht in den Niederschlag. Die letzte 
Fâllung erfolgt durch Aceton, wobei ans dem Filtrat der vorhergehenden Fàllung 
das Bleisalz des Vitamins fâllt. 

Reife, von Blüten befreite Hagebutten werden mit einem scharfen Messer hal- 
biert und in einer Flasche mit der dreifachen Gewichtsmenge 0,01 n-Phosphorsâure 
versetzt. Nach Einleitung von Kohlensâure wird die Flasche mit einem Gâraufsatz 
versehen und 3 Tage sich selbst überlassen. 

Die abgegossene und abgeprefite Flüssigkeit wird unter Stickstoff in der Ap- 
paratur von Naumann auf etwa 30% Trockensubstanz eingeengt und darauf mit 
der 4 — ôfachen Menge Aceton gefàllt. Man lâût über Nacht stehon und engt das 
Filtrat in derselben Weise auf 25 — 30% Trockensubstanz ein. 

Die Lôsung wird mit demselben Volumen 10%iger Bleiacetatlôsung versetzt 
und unter Einleiten von Stickstoff 20 — 30 Minuten gerührt. Der ^iederschlag wird 
abgeschleudert, das Filtrat abgehebert und der Niederschlag gewaschen. Filtrat 
und Waschwasser werden mit Schwefelwasserstoff vom Blei befreit und die Filtrate 
vom Bleisulfid mit Kohlensâure bohandelt. Man dampft im Vakuum zur Trockne, 
nimmt mit wenig Wasser auf und trocknct die Lôsung auf Sand. (Der Sand muB 
vorher 2 mal mit konzentriertem HCl und Imal mit Kônigswasser und Salzsâure 
gründlich gekocht und gewaschen werden.) Der Sand wird mit der Vitaminlosung 
1 Stunde im siedendefi Wasserbad getrocknet (unter Stickstoff) und dann mit reinstem 
Methanol extrahier t (15%ige Lôsung). 

Man fâllt unter Stickstoff mit der 4 — ôfachen Menge Âthor und befreit das 
Filtrat im Vakuum vom Âther. Man lôst in Wasser zii 6 — 7 % Trockonrückstand 
und fâllt mit Liquor plumbi subacet. (D.A.B. VI) bis zur sauren Lackmusreaktion. 
Die Fâllimg wird unter Stickstoff abgeschleudert. 

Das Filtrat wird mit dem doppelten Volumen reinstem Aceton gefâllt. Der 
Niederschlag wird in Aceton aufgeschwemmt und durch Schwefelwasserstoff zer- 
legt. Das Bleisulfid wird entfernt. Die Lôsung wird im Vakuum zur Trockne ver- 
dampft. Der Rückstand wird 10 — 15 Minuten im Wasserbad bei 80-90® gelassen. 
Ausbeute an Wirksamkeit etwa 50 — 55%. 

Man lôst unter Erwârmen in der gerade nôtigen Menge Methanol und versetzt 
die Lôsung mit dem zur Erzeugung einer Trübung ausreichenden Volumen peroxyd- 
freiem Âther. Dann wird mit dem 3fachen Volumen niedrig siedendem Petrolâther 
gefâllt. Hierbei scheidet sich ein Ô1 ab, das über Nacht kristallisiert. Die überstehende 
Lôsung und die Àther-Petrolâtherschicht kônnen erneut der Bleifâllung unterworfen 
werden. Der kristalline Rückstand wird mit Aceton von — 5® gewaschen, die Kri- 
stalle werden mit Âther bei — 5® aus dem Kolben herausgespült und auf ein mit 
Aceton angefeuchtetes Filter gebracht. Das Filter wird im Vakuum getrocknet. 
Die Substanz ist meist noch gelblich gefârbt. Ausbeute 50 — 60 %. Man erhâlt aus 
35 kg Hagebutten 5,7 g reines Vitamin. Man kann die Substanz aus Methanol mit 
Àther-Petrolâther umf allen. 


XII. Synthèse des Vitamins C 

Reichstein c. s. 78) sowie Baird-Haworth c. s. 79) stellen das Vitamin C 
S 3 iithetisch durch Anlagerung von Blausàure an das entsprechende Oson mit 
nachfolgender saurer Verseifung dar. 1-Arabinose wird zunàchst in das Osazon 
und weiter in das Oson überführt. Die Umwandlung des Osons in das Vitamin 
erfolgt nach folgender Formulierung : 


77) Tillmanns c. s., Z. XJnters. Lebensmitt. 65, 145 (1933). 

78) Reichstein c. s., Helvet. chim. Acta 16, 1019 (1933); 17, 510 (1934). 

79) Baird Haworth, Chem. Soc. 1933, 1419; 1934, 62. 
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CN 


HC = 0 

HO-C 

1 

II 

O 

II 

0 - 

KO-C 

1 

1 1 
CH • OH KCN ch 

1 ^ 1 

CH - OH 

1 

1 

CH 

1 

1 

CH2 • OH 

1 

CH, 


C = NH 

HO • 


O 


O 


KO -G 


CH - OH 

i 

CH, • OH 


+ 2 HCl 

+ H«0 


Oson, offenkettig 
geschrieben 


CO 

I 

HOC 

HO-C I 

i I 

^ CH - + NH4CI 

I 

CH • OH + KCl 


CHjj • OH 

Ascorbinsaiire 


Darstellung des 1-Arabinoson : 30 g 1 - Arabinosazon werden mit 500 coin 92 %igeni 
Alkohol, 3,8 Liter heil3em destilliertem Wasser, 30 g Eisc^ssig und 48 g B(>nzaldehyd 
1,5 Stimden gekocht. Die Mischung wird daraiif iintor Rühron auf 50® abgekühlt 
(ca. 1 14 Stunde) und mit Eis weiter gekühlt. Der entstehende Niedersehlag wird 
abgesaugt imd das Filtrat 3 mal mit viel Àther auagc^schüttelt. 

Die Aiisbeute botràgt etwa 6 g im Hochvakmim gotrockuotes l-Arabinoson 
(40% der Théorie). Die Trocknung erfolgt im Hochvakuum boi 40 — 50®. 

Umsetzung des Osons mit Kaliumcyanid : Das Oson wird in 60 — 80 Teilen 
destilliertem Wasser gelôst und die Losung mit Kohle entfarbt. Ans dem Filtrat 
wird die Luft durch Stickstoff vertrieben. Man versetzt vor dem Kaliumcyanid- 
zusatz mit NaOH bis die Losung fast neutral r(>agiert. 

6 g Oson in 400 ccm Wasser (luftfrei!) werden bei 15 — 20® mit einer Losung 
von 3,6 g Kaliumcyanid in etwas Wasser versetzt. Man liiOt in Stickstoffatmosphare 
10 — 15 Minuten stehen und gibt dann Salzsaure bis zur kongosauren Reaktion hinzu 
(ca. 6 ccm konzentrierte Salzsâure). Die Losung wird im Vakuum auf 20 ccm ein- 
geengt. Man siittigt den Riickstand mit Kohlensaure und spült mit soviel Wasser, 
dafi das Gesamtvolumen etwa 50 ccm botragt, in ein kleines Kôlbchen. Nach Ent- 
fernung der Luft durch Evakuieren wird gut verschlossen und 30 — 40 Stunden auf 
48 — 50® erwarmt. Darauf wird der Inhalt btû moglichst niedriger Temperatur im 
Vakuum eingeengt. (Wasserbad temperatur maximal 40®.) Der feste Riickstand wird 
mit absolutem Alkohol aufgenommen, die anorganischen Salze abfiltric^rt und mit 
absolutem Alkohol gewaschen. Die Losung betragt etwa 80 ccm. Sie wird mit dern 
lOfachen Volumen frisch destilliertem Ather gefallt. Der Niedersehlag, d(*r noch 
reichliche Mengen Ascorbinsaure enthàlt, wird in 80 ccm absolutem Alkohol g(4ost 
und erntîut mit dem lOfachen Volumen Ather umgefallt. Die Athfîrfâllung gelingt 
nur aus saurer Losung. Die klaren Lcisungen, die die wirksame Substanz enthalten, 
werden im Vakuum vom Ather befreit. Nach dem Erkalten werden die alkoholischen 
Losungen mit alkoholischem Bleiacetat vollkommen gefallt. Das q nanti tativ aus- 
fallende Bleisalz der Ascorbinsaure wird abzentrifugiert, mit Alkohol gewaschen und 
nach Aufschwemmen in Wasser mit Schwefelwasserstoff zerlegt (Aufschwemmen 
in COg-gesatitigtom Wasser). 

Das Filtrat vom Bleisulfid wird bei maximal 40® im Vakuum zur Sirupkonstistenz 
eingeengt. Nach Animpfen des Sirups erfolgt sofort Kristallisation. Dû? Reinigimg 
der Kristalle erfolgt durch Verreiben mit absolutem Alkohol und Nachwaschen 
mit Alkohol oder Aceton. Zur Reinigung der Ascorbinsaure ist Butylalkohol zu 
empfehlen. 

Méthode von Micheel 80 ). Die Méthode beruht auf der Überführung der 
d- Glucose in die 1 -Sorbose über den Sorbit, Das Vitamin entsteht durch Um- 
lagerung der Sorburonsàure. Die Synthèse verlàuft über folgende Stufen: 


80) Micheel c. s., Z. physiol. Chem. 225, 13 (1934). 
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COOH 


C-OH 


HOC 


HO CH 

I 

O HC-OH 
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HO -CH 


Sorburonsâure 


HO • CH 2 

Ascorbinsàure 
Vitamin C 


XIII. Eigenschaften des Vitamins C 

TabeUe 108 

Lôslichkeit .... Wasser leicht lôslich; in organischen Lôsungsmitteln, wie 
Methanol schwerer; lôslich in n-Butylalkohol, Propylalko- 
hol, extrahierbar durch Petrolâther-Aceton 1:1, Petrol- 
àther-Butylalkohol 2 : 1 und 4:1, Petrolâther-Propylalko- 
hol 1 : 1 und 1:3; lôslich in Aceton; Ather unlôslich. 

Adsorbierbarkeit . . Nicht adsorbierbar in neut râler Lôsung an Fullererde oder 
; Eisenhydroxyd. Adsorption zeigt pjj-Abhângigkeit. 
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Fâllbarkeit 


Aus dezitriertem Zîtronensaft fâllbar durch Bleiacetat. 


Oxydation . . 


Trocknung . . 

Temperatur- 

bestândigkeit 


In neutraler oder schwacli alkalischer Lôsung schon an der 
Lnft oxydiert; leicht oxydierbar in sauerer Lôsung durch 
Jod und halogenierte Indophenolfarbstoffe (quantitative 
Bestimmung), C-haltige Lôsungen werden an der Luft am 
besten mit Paraffin überschichtet. Sehr empfindlich gegen 
HgOj und Oxydationsmittel. 

Rasches Trocknen zerstôrt weniger als langsames. Bei Trock* 
nen an der Luft oder Erhitzen tritt Zerstôrung ein. 

Kochen vemichtet die gesamte C-Wirkung, ebenso Auto- 
klavieren; bei Sauerstoffabschlufi resistenter; in saurer 
Lôsung resistenter. 


Reduktionswirkung 


Besondere Eigen- 
schaften . . . . 


Reduziert stark Fehling, Silbernitrat und Permanganat, 
schon in der Kalte. Es entsteht zunachst aus doin Vitamin 
eine roversibel oxydierte Substanz, die wiedor in das Vi- 
tamin verwandelt werden kann. Die weitein^ Umwandhmg 
des Vitamins ist irreversibel. 

Kupferspuren beschleunigen die Zerstôrung des Vitamins 
aul3erordentlich. ITV.-Bestrahlung vornichtet durch Oxy- 
dation. 


Wirksamkeit 


Die reine ] - Ascorbinsâure, die ein weiBes Pulver darstellt, 
das sich in Wasser mit stark saurer Reaktion lôst (Schmelz- 
punkt 192®), vermittelt vollkommenen Skorbutschutz beim 
Meerschweinchen in Tagesdosen von 1,5 — 2 ing. Die Tages- 
dosis von 1 mg ist ausreichend, um wahn^nd d(îr ersten 
90 Versuchstage das Auftreten von Wachstumsstôrungt^n 
zu verhindern. Sic genügt aber nicht, um das Auftn^ten 
pathologischer Stôrungen zu verhüten. Das Vitamin (> ist 
auch in hohen Dosen vollkommen imgiftig. Die Schutz- 
wirkung von 0,5 mg 1 -Ascorbinsâure stimmt mit d(îr 
Schutzwirkung von 1,5 ccm Zitronensaft iiberein. Die 
damit behandelten Tiere sind vor Gowichtsabnahme und 
makroskopischen Verânderungen noch zu einer Zeit ge- 
schützt, in der die unbehandelten Kontrollcm schweren 
Skorbut zeigeii. Dagegen sind l)ei den Tieren an Trans- 
versalschnitten durch die Schn(?klezahnwurzeln schon 
Skorbutverânderungen festzustellen. 


Das Vitamin C2 

Die alte Ansicht von Bezssonoff 1), daB es mehr als ein C-Vitamin gibt, 
wird neuerdings durch Versuche von Euler bestàtigt2). Die auffàllige Er- 
scheinung, daB C-arm ernàhrte Meerschweinchen hàufig an Pneumokokken- 
Pneumonie erkranken, findet dadurch eine Erklàrung. Es zeigte sich nâmlich, 
daB Tiere im Gewicht von 125 — 250 g, die mit einer vollstandigen Diàt auf- 
gezogen wurden und dann auf eine C-freie Kost gesetzt werden, durch Ascorbin- 
sàure und Zitronensaft in gleicher Weise vor Skorbut geschützt werden kônnen. 
Die Schutzwirkung des Saftes ist allein durch die darin enthaltene Ascorbin- 

1) Bezssonoff, Bull. Soc. Chim. biol. Paris 9, 568 (1927). 

2) Euler, Ark. Kemi. Miner. Geol. 11, Nr. 19 (1933). 
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sâure erklârlich. Infiziert man aber die C-arm emàhrten Tiere mit Pneumo- 
kokken und gibt nun den einen Ascorbinsàure und den anderen Apfelsinensafb 
oder Zitronensaft, so werden die mit Saft behandelten Tiere wirksamer ge- 
schützt als der im Saft vorhandenen Menge an Ascorbinsàure entspricht. 

Daraus ist zu vermuten, dafi im Zitronensaft auBer Ascorbinsàure noch 
ein Stoff vorkommt, der an der Schutzwirkung gegen Bakterien beteiligt ist. 
Der neue* Faktor wird mit Cg bezeichnet. 

Vitamine zweifelhafter Natur 

1. Der Forellenfaktor H 

Nach McCay 3) und Mitarbeitem ist für das Wachstum junger Forellen eine 
Substanz nôtig, die mit keinem der bisher bekannten Vitamine identisch ist. Dieser 
Stoff ist wasserlôslich, unlôslich in Alkohol und Âther. Trocknen zerstôrt ihn. Er 
wurde bisher nachgewiesen in Fleisch, roher Lebor und in Magermilch. 

Beziehungen dieser Sul:)stanz zu dem Faktor von Fixen sind nicht bekannt. 
Dieser ist eine Substanz, die X genannt, in roher Leber und Milch vorkommt und 
durch Trocknen zerstôrt wird. Sic schützt junge Ratten vor der schàdlichen Wir- 
kung einer Nahrimg, die als Protein nur EiereiweiB enthàlt. 

2. Der antiparalytische Faktor 

Keenan-Kline-Hart-Elvehjem und Halpin 4) beschriebon neuerdings 
bei Kücken eine Mangelkrankheit, die durch das Fohlen zweier bisher nicht klassifi* 
zierbarer Vitamine zustande kommt. Ernàhrt man 1 Tag alte Kückcn mit einer 
Kost aus 24% Casein, 63,5% Dextrin, 2,5% Salz (Steenbock-Nelson- Gemisch 
40, so modifiziert, dafi es 0,246 g MnS 04 , 2 H 2 O, 0,209 g ZnClg, 0,225 g CUSO 4 
* 5 H 2 O enthàlt), 8% Hefe und 2%Lebertran, so erreichen die Tiere mit 3 Wochen 
ein Gewicht von 70 g. Nach weiteren 2 — 3 Wochen zeigen sich typische Mangol- 
orscheimmgen, die unter dem Namen Paralyse zusammengefaBt werden. 

Die hauptsàchlichston Erscheinungen sind Gewichtsstillstand, Gehstôrungen 
und Koordinationsstôrungem. Die Tiere liegen auf der Seite und f allen beim Versuch 
zu gehen bald wieder um. In allen Fàllen wird eine deutliche Atrophie der Bein- 
muskeln festgestellt. Der Zustand dauert einige Tage bis zum Tode. Die patho- 
logische Untersuchung ergab Degeneration des Zentralnervensy stems. Die Befunde 
sind môglicherweise dieselben, die Pappenheimer und Mitarbeiter 5) und Hogan 6 ) 
an ihren Paralysevôgeln beobachteten. 

Die Erkrankung lâBt sich weder verhüten noch heilen durch Zugabe der Vi- 
tamine A, D, E, C, Bj oder B g. Nur die Zugabe von Trockenleber, und zwar in 
Mengen von 18 % der Kost, verhütet die Entstehung der Avitaminose. Der Gewichts- 
stillstand wird ebenfalls dadurch behoben, so daB die Tiere mit 6 Wochen ein Gewicht 
von 334 g erreichen. Die wirksame Substanz làBt sich durch Extraktion mit Âther 
oder 75%igem Alkohol aus der Leber nicht entfernen. Dagegen gelingt es, durch 
eine Wasserextraktion (3mal bei 60® je 12 Stunden) einen Teilfaktor in Lôsung 
zu bringon. 

Nach der Extraktion mit Wasser enthàlt der Leberrückstand noch die Substanz, 
die für das Wachstum der Tiere nôtig ist. Eine Kost, die 18% der extrabierten 
Leberrückstànde enthàlt, ermôglicht für 2 — 3 Wochen normales Wachstum der 
Kücken. Dann aber treten die Erscheinungen der Paralyse auf, und zwar viel schwerer 
als ohne Zugabe. Der wàBrige Leberextrakt enthàlt die Substanz, die der Paralyse 
entgegenwirkt. Tiere, die aber nur den wàûrigen Extrakt erhalten, wachsen schlecht. 

3) McCay, Science 67, 249 (1928); J. Nutrit. 1, 233 (1929). 

4) Keenan-Kline c. s., J. of biol. Chem. 103, 671 (1933). 

6 ) Pappenheimer c. s., J. of exper. Med. 53, 11 (1931). 

6 ) Hogan und Mitarbeiter, Missouri Agric. Exp. St at. Res. Bull. 198 (1932). 
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Es geht aus diesen Versuchen hervor, dafi Leber zwei Faktoren enthalt, die £ür 
die normale Entwicklung der Kücken nôtig sind, und zwar einen Wachstumsfaktor 
und einen Antiparalysefaktor. 

Die bîologische Auswertung dos antiparalytischen Faktors 

Zur Auswertung des antiparalytischen Faktors wird die obige Gninddiat miter 
Zusatz des Wachstumsfaktors verfüttert. Man gibt diesen in Form von fettfreien, 
extrahierten Leberrückstânden (10% der Diât). Da der Wachstumsfaktor hitze- 
stabil ist, der antiparalytische aber durch Autoklavieren zerstôrt wûrd, ist es moglich, 
durch Autoklavieren der Kostbestandteile das antiparalytische Vitamin zu entfernen. 

Emâhrt man Kücken mit einer solchen Kost, so erscheinen nach 2 — 3 Wocht>n 
ziemlich unvermittelt die Erscheinungen der Paralyse. Der Test wird prophylak* 
tisch gohandhabt, indem die Tiere iur Diât tâglich die zu imtersuchende Substanz 
erhalten. Die Versuchsperiode dauert 6 Wochen. Es wird dit^jenigo Menge bestimmt, 
die vollkommene Paralysefreiheit gewâhrleistet* Ein Beispiel geht aus folgondc'r 
Tâbelle hervor. 

Tabelle 109 


Zahl der 
Kücken 

Substanz 

Paralyse 

nach 

Wochen 

Gev 

na 

Woc 

3 

dcht 

ich 

îhen 

An Para- 
lyse er- 
krankte 
Tiere 

Tote 
nach 6 
Wochen 

14 

Keine 

i 3 

100 

[ 

13 

! 9 

12 

Vitamin B^ aus Leber 

— 

125 

310 

— 

— 

6 

,, ,, Gras 

— 

90 

262 

— 

— 

4 

,, ,, Alfalfa 

4 

75 

150 

2 

— 


Darstellung des antiparalytischen Faktors 

Die Darstellung des antiparalytischen Faktors geschieht nach den von K inner s - 
le y und Mitarbeitem ausgearbeiteten Verfahren für die Oewinnung des Vitamin B4. 
Der unbekannte Faktor, der bei Kücken die Paralyse verhiitet, scheint mit dem 
Rattenfaktor B 4 identisch zu sein. 

600 g entfettete Leber werden 3 mal mit Wasser extrah iert (600 ccm Wasser 
pro 100 g Material). Jede Extraktion wird 2 Stunden lang bei 60® ausgeführt. Die 
ver(3inigten Filtrate haben ein Volumen von etwa 12 Litom. 

Man gibt für jeden Liter des Extrakts 10 ccm einer 25%igen neutrah^n BI<m- 
acetatlosung hinzu und lâfit über Nacht stehen. Der Extrakt wird darm mit der 
Bleilôsung behandolt, bis keine weitere Fâllung erfolgt. Die Lôsung wird durch 
ein Buchner -Filter filtriert und mit heiûem Baryt behandelt. (400 g BaOH atif 
100 ccm kochendes Wasser.) Der Niederschlag wird abfiltriert. Das Filtrat wird 
(so schnell als irgend môglich) mit Schwefelsâure bis zum pjj == 1 versctzt. Nach 
2stündigem Stehen wird der Niederschlag entfernt, pjj genau auf 1 eingestellt 
(Salzsâure). Diese Lôsung wird nun 30 Minuten mit 90 g Kohle gerührt, dii? Kohle 
abfiltriert, mit 150 ccm einer 0,1 normalen Schwefelsâure gewaschen und mit 200 ccm 
50%igem Alkohol (der mit Salzsâure bis zum Ph “ 1 versctzt wurde) behandelt. 
Nach Stehen über Nacht wird die Lôsung auf 70® erhitzt und die Kohle abfiltriert. 
Diese Elution wird 3 mal wiederholt. Die Extrakte werden dann im Vakuum (nicht 
über 45®) auf ein solches Volumen eingeengt, daB 1 ccm 4 g Leber entspricht. Der 
Extrakt wird mit Natronlauge auf p^ = 3 gebracht und kühl aufbewahrt. 

Die Lôsung enthâlt etwa % — der ursprünglich in der Lober vorhandenen 
Wirksamkeit. Vom Extrakt genügen tâglich zur Verhütung der Paralyse wâhrend 
der ersten Wocho eine Menge, die 2 g Leber entspricht. Für 2 Wochen sind 3 g und 
für 3, 4, 5 und 6 Wochen 6, 10, 14 und 16 g erforderlich. 

Auch aus ,,Kentucky“-Blaugras kann nach Extraktion des trockenen Materials 
mit Âther ein wâBriger Extrakt hergestellt werden, der unter Umstânden noch wirk- 
samer ist als die Leberextrakte. 
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Del* Faktor ist wahrscheinlich auch in der Hefe vorhanden, kann aber 
vielleicht erst nach Sâurehydrolyse vom Kücken ausgenutzt werden (Ho g an 
nnd Mitarbeiter). 


3. Der Wachstumsfaktor 

Es ist noch nioht untersucht, ob der hier aufgefundene Wachstnmsfaktor der 
Leber identisch ist mit der Substanz, die Mapson 7), Daggs 8), Seegers- 
Smith 9) in der Leber auffanden. 

Über âhnliche Untersuchimgen und Beobachtungen an Kücken berichten 
Madsen-McCay und MaynardlO), Norris und Mitarbeiter 11) sowie Bethke 
und Mitarbeiter 12). 

Es ergibt sich daraus, vorausgesetzt, dafi die antiparalytische Substanz mit dem 
Vitamin B^ identisch ist, daÛ Kücken nicht nur die Vitamine B^ imd B 2, sondem 
auch das Vitamin B 4 und dazu noch einen weiteren Wachstnmsfaktor benôtigen. 

4. Der kohlenhydrathaushalt-regulierende Faktor von Wesson imd 

Murrell 

Wessonc. s. beschrieben bei Ratten auf einer fettarmen Kost die Eracheinung, 
daû zugeführte Kohlenhydrate abnorm in Fett verwandelt werden. Die Stôrung 
kann durch Zufuhr von Fett und Schmalz behoben werden. Es ist nicht sicher, 
ob es sich hierbei um die spezifische Wirkung eines wirklichen Vitamins handolt. 

7) Mapson, Biochemic. J. 26, 970 (1932). 

8) Daggs, J. Nutrit. 4, 443 (1931). 

9) Seegers- Smith, J. o£ biol. Chem. 100, Proc. /XXXVII (1933). 

10) Madsen-McCay- May nard, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 30, 1434 
(1933). 

11) Norris c, s., Poultry Sci. 9, 133 (1930); 10, 93 (1931). 

12) Bethke c. s., Poultry Sci. 10, 365 (1931). 
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— Vitamin Bj-Werte 183. 
Gewichtskurven, Vitamin A-Test und — 

43ff. 

Giftgr(‘nzdosis, Définition 82. 

— Vitamin A- 30. 

Glaxo-Casein, Vitamin A-Test und — 35, 
38. 

— Wachstumsvitamin und — 154. 
Gliadine, Chemie 21. 

Globuline, Chemie 21. 

Gluten, Vitamin B^-Gehalt 183. 
Grapefruit, Hexuronsauresaft 275. 

Gras, hîttlôsliches Wachsturnsvitamin 
156. 

— Flavingedialt 211. 

— Vitamin B j- Gehalt 188. 

— Vitamin C 278. 

Griinkohl, Vitamin B j- Gehalt 188. 

— Vitamin C-Geîwinnung 272. 
Haemorrhagien, ^^itamin Bj und — 

161. 

Hafer, Analysen 19. 

— rachitogene Kost und — 88. 

— Vitamin B J- Gehalt 188. 

Haferflocken, H('xuronsàur(?wert 

275. 

— Vitamin B^-Wertc 183. 

Haferkost 12. 

Hafermehl, Vitamin B 1- Gehalt 188. 
Hagebutten, Flavingehalt 211. 

— Vitamin C-Darstellung 282. 

Ham, Flavingehalt 211. 

— Vitamin C 276. 
Hamauffangvorrichtung 9. 


19 * 
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Ham-Vitamin C-Bestimmung 276. 
Hartwell-Diât 16. 

Hautfaktor, Vitamin- 3. 
Hautkrankheiten, Vitamin A-Mangel und 
— 26. 

Hefe, fettlôsliches Wachstumsvitamin 
167. 

— Faktor R 246. 

— Faktor Y 244. 

— Flavingehalt 210, 211. 

— Vitamin B^-Gehalt 188. 

— Vitamin B 1 - Standard 178. 

— Vitamin B i-Werte 183. 

— Vitamin Bg-Gehalt 208. 

— Vitamin Bg-Komplex 234. 

— Vitamin B 3 235. 

— Vitamin B^ 239. 

— Vitamin Bg 243. 

— Vitamin D-Gehalt 141. 

— Vitamin E*Gehalt 150. 

— Vitamin H 246. 

Hefe-Ergosterin, Darstellung 144. 
Hefeextrakt, Faktor R-Darstellimg 245. 

— Testfütterung 24. 

— Vitamin Bg 228. 

— Cenovis, Fiavingehalt 211 . 
Hefekochsaft, Vitamin Bg-Gehalt 212. 
Hefekonzentrat, Vitamin B i* Standard 

178. 


Huhn, Blauwerte 60. 

— Vitamin A-Test 34. 

— Vitamin A-Mangel 28. 

Hülsenfrüchto, Analysen 17ff. 

— Nâhrwert 19. 

Hundekuchen, Analyse 16. 
Hypervitaminose A, Symptomatologie 

29ff. 

Hypervitaminose D, Symptôme 77ff. 
Hypophyse, Flavingehalt 211 . 
Hypophysenvorderlappen, Vitamin E- 
I ‘ Gehalt 150. 

I. . . * 

I initial fertility, Vitamin E und — 151. 

I International- Standard, Vitamin B^ 178. 
intrinsic factor, Natur des — 230. 
Irvine-Brand-Nelson-Diat 14. 

J 

I Jensen-Sarkom, Flavingehalt 211 . 

! Jones-Robson-Diât 14. 

I 

K 

i Kâfige 5f. 

i Kalk, Vitamin D-arine Kost mid — 93. 
; Kalkmangel, Symptôme 11. 
i Kaninchonhaltimg 8 . 

; Kapillarwandschâdigung, Vitamin C-Tcst 


Hefevitamin, chemische Natur 197, 
Hefevitamin D, UV-Bestrahlung und — 
141. 

Heilbutt, Blauwerte 60. 

Heilungstest, Vitamin A 39. 

Hellige Kolorimeter, Antimontrichlorid 
reaktion und — 57, 58. 

Hemeralopie, Vitamin A-Mangel und — 
26, 28. 

Hepaflavin 213. 

Herzmuskel, Vitamin B j- Gehalt 188. 

— Vitamin B g- Gehalt 212. 

— Vitamin Bg-Komplox in — 233. 
Herztest, Vitamin B j- 183, 184. 

Heu, Vitamin Bj-Gehalt 188. 
Heubner-Frerichs-Test 102 . 

Heumehl, Flavingehalt 211 . 
Hexuronsâure, chemische Natur 279. 

— Vorkommen 275. 

Hexuronsâure- Standardisierung, Vita- 
min C-Gewinmmg und — 274. 

Hippoglossus, Blauwerte 60. 

Hirse, Vitamin B j- Gehalt 183. 

Honig, Flavingehalt 211. 

Hormone, Vitamine und — 1. 
Hühnchenversuche, Vitamin D-Test 138. 
Hühner-Beriberi, experimentelle — 161. 
Hühnergicht, Vitamin A-Mangel und — 
27. 

Hühnerhaltung 9. 


270. 

Karotten, Flavingehalt 211. 

— Hexuronsâurewert 275. 

— Vitamin A- Gehalt 65. 

— Vitamin B 1 - Gehalt 188. 

— Vitamin O 278. 

KarottenpreBsaft, Vitamin C 278. 
Kartoffeln, Flavingehalt 211. 

— Hexuronsâurewert 275. 

— Vitamin Bj-Gehalt 188. 

— Vitamin C 278. 

— Vitamin D-Gehalt 141. 

— Vitamin H 246. 

Karzinom, Vitamin A-Mangel imd — 27. 
Katalysatoren, Vitaminbildung une! — 

1 . 

Katatorulin, Vitamin B j -Test und ~ 185. 
Katzenleber, Farbstoffspeicherung 64. 
Keratomalacie, Vitamin A-Mangel und — 
27. 

Kératose, Vitamin A-Mangel und — 27. 
Key-Elphick, Skorbutzahntest 262ff. 
Key-Morgan-Line-Test 99. 

Kinnerley -Peters -Taubent ( 3 st , Vita- 
min Bj- 171. 

Klassifizierung, Vitamin- Iff. 

Klee, Vitamin A- Gehalt 65. 

— Vitamin D-Gehalt 141. 

Kleie, Vitamin B 2 -Komplex in — 234. 
Knochen, Skorbuttest 269. 
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Knochenaschonmethode 82ff. 
Knochenaschetest 130ff. 
Klnochenaschewerte, Tabellen 130ff. 
Knochenerkrankiingen, Vitamin C und — 
249. 

Knochenkalktest 135ff. 
Knochenwachstum, Histologie 72 ff. 

— Vitamin D-Mangel und — 72 ff. 

Kohl, Hexuronsaurewert 275. 

— Vitamin B i- Gobait 188. 

— Vitamin Bg-Gehalt 208. 

— Vitamin Bg-Komplox in — 234. 

— Vitamin C 278. 

— Vitamin D-Gehalt 141. 

Kohlehydrate, Fiitterung 22. 
Kohlehydrathaushalt, rogulierender Fak- 

tor 288. 

Kohlrübe, Vitamin C-Gowinnung 272. 
Kolorimeter, Carr-Price-Reaktion- 55ff. 
KoJorimetrie, Carotinbestimmung 69. 
Kolpokeratosetest, Vitamin A-A\i8wer- 
tung 40, 49ff. 

Kon-Diat 15. 

Kondensmüch, Vitamin A-Gehalt 65. 
Kostbestandteile, Reinigung 168, 169. 
Kostforrn, Vitamin- 23ff. 

— flavinfreio — 201ff. 

— leg-weakness 139. 

-- rachitogene 85ff. 

— Rntten- 12ff. 

— Skorbut- 251. 

— Tierversuch- 11. 

— U-S-Pharmakopôe- 32. 

— Vitamin A-froio 34 ff. 

— Vitamin Bj-Test 166ff. 

— Vitamin Bo-freie 201 ff. 

— Vitamin D-arme 87 ff. 

— Vitamin E-freio 148. 

— Board 16. 

— Bills-Honywell-Wirick-Nussmeier 14. 

— Coward 13. 

— - Hartwoll 15. 

— Ii*vine-Brand-Nelson 14. 

— Jones-Robson 14. 

— Kon 15. 

— Laquer, Vitamin A-Test und — 32. 

— McCollum 13. 

— Sherman 13, 85. 

— — Vitamin A-Test und — 32. 

— Steenbock 13, 85. 

— Vogt-Moller 16. 

Kostmischungen 12. 

— Analyse 17ff. 

— Vitamin B^-Auswertung 237. 

— Vitamin Bg-Test und — 222. 

— Vitamin C-freie 253. 


Kryptoxanthin, Mais- 71. 

Kücken, Vitamin A-arme Diàt für — 39. 
Kückenhaltung 9. 

— Vitamin B^-Test und — 165. 
Kückenkostform, Vitamin B^-Test 167. 
Kückenpellagra 221. 

Kückenpolyneuritis 161. 

Kückenskorbut 250. 

Kücken versuche, Vitamin D-Test 138. 
Kürbissaft, Vitamin C 278. 

Kuhmilch, Flavingehalt 211. 

I — Vitamin Bj-Gehalt 188. 

— Vitamin H 246. 

Kurativ-B(>riberite 8 t, Tierauswahl 166. 
Kurativ-Line-Test 93 ff. 
Kurativmethoden, Rachitis- 116ff. 

K iirat ivrat tentes t, Vitamin Bj 173, 174. 
Kurativrôntgenrnethode, Vitamin D-Test 
107 ff. 

Kurati vrôntgentest , Bourd illon -Bruce - 
Webster 111. 

Kurati vtauben test, Fehlorgrenze 172. 

— Vitamin Bj 171, 172. 
Kurativtestmethoden, Vitamin A- 46 ff. 

— Vitamin D 82ff. 

Kurati vwachstumstest, Vitamin A 40ff. 

— Vitamin B g 204 ff. 

! — Vitamin B 4 238. 

I — Vitamin C 266 ff. 

i Lactoflavin 213. 

I Laktation, Manganmangel tind — 12. 
Laktoflavin, Darstelhmg 218. 

Laktation, Vitamin B 2 und — 212. 
i — Vitamin E-Mangel und — 147. 
j Laquer-Diat, Vitamin A-Test 32. 
j Lattich, Vitamin Ba-Kornplex in 234. 

1 Leber, Antiparalysefaktor 287. 
i — Carotinbestimmung in — 70. 

I — Faktor Y 244. 

! — fottlosliches Wachstumsvitainin 156. 

' — Flaving(;halt 211. 

I “ Forellenfaktor H 286. 

; — Hexuronsaurewert 275. 

; — Vitamin A-Bestimmimg 59 ff. 

' — Vitamin A-Gehalt 65. 
i — Vitamin A-Sp(îich(;rung 64. 

■ — Vitamin Bi-Gehalt 188. 
j — Vitamin Bg-Gcîhalt 212. 

I — Vitamin Bg-Komplex in — 233. 

I — Vitamin B., 235. 
j — Vitamin E-Gehalt 150. 

— Vitamin E-Speichenmg 151. 

— Vitamin H 246. 

Leberextrakt, extrinsic factor in — 233. 


Kotsammlimgsvorrichtung 9. Leberkochsaft, Vitamin Bo-Darstellung 

Krâmpfe, Vitamin A-Mangel 26. und — 216. 

KraniotabeSjVitaminD-Mangelund— 71ff. Leberôle, Vitamin-D-Gewinnung 144. 
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Leberprei3saft, Vitamin Bg-Gehalt 212. 
Lebortran, Testfütterimg 23. 

— Vitamin A-Auswertung 56 ff. 

— Vitamin A-Gehalt 65. 

— Vitamin A-Konzentratgewinnung 67. 

— Vitamin A-Test und — 43, 47. 

— Vitamin D-Gehalt 141. 

— Vitamin D-Gewinming 143. 
Lebertranprophylaxe, Cholesterin- und — 

139. 

Lebertran-Vitamin A-Bildimg 64. 
leg-weakness-Kost 139. 

Leguminosen, Vitamin 'C 278. 
Leuko-lactoflavin 213. 
Light-white-Casein, fettlôsliches Wachs- 
tumsvitamin 156. 

Limonensaft, Vitamin C 278. 

Line-Test 83, 93 ff. 

— Auswertungsbereich 140. 

— Fehlergronze 140. 

— Fehlerquellen 107. 

Line-Tost-Methode, Modifikationen 95 ff. 
Linsen, Vitamin B^-Gehalt 188. 
Lipoidspoicherkrankheit , Hypervitami - 

nos€^ A und — 30. 

Londoner Vitaminkonforenz 140. 
Lovibond-Einliciten, Vitamin A 58. 
Lumiflavinmethode 208 ff. 

— Fehlerquellen 210. 

Lumi-lactoflavin 213. 

— Synthèse 214. 

Lumisterin 142. 

Lungen, Flavingehalt 211. 

— Vitamin A-Gehalt 59, 65. 

Lykopin, Carotinbestimrmmg und — 69. 
Lyochrome chemische Natur 213. 


Mc Collum-Diât 13. 

McCollum-Kostform, rachitogene 89. 
McCollum- Simmonds- Salzmischung 23. 
Mause, Hyper vitaminose A 29. 

— Vitamin Bj-Test 166. 

— Vitamin E-Bedarf 163. 

Mâusehaltung 7ff. 

Mâusekostform, Vitamin B^-arme 170. 
Màusezuchtdiât 16. 

Magermilch, Forellenfaktor H 286. 
Magermilchtrockenpulvcîr, Vitamin Bg- 
Komplex in — 234. 

Magnésium, rachitogene Kost imd — 88. 
Magnesiummangel, Symptôme 11. 
Maintenance -Faktor, Vitamin Bg 242. 

— -Test, Plimmers 183. 

— — Vitamin B^ 179. 

Mais, Kryptoxanthin 71. 

— Vitamin A-Gehalt 66. 

— Vitamin B^-Gehalt 183, 188. 

— Vitamin Bg-Komplex in — 234. 


Mais, Wachstumswirkung 71. 

Maisôl, Vitamin A-Gehalt 65. 
Makrelenhecht, Blauwerte 60. 
Makrelenleber, Vitamin A-Gehalt 59. 
Malz, Vitamin B^-Gehalt 188. 
Malzextrakt, extrinsic factor in — 233. 

— Flavingehalt 211. 

— Vitamin B 3 235. 

Mandarinensaft, Vitamin C 278. 
Manganmangel, Laktation und — 12. 
Mangelkrankheiten, nichtavitaminose 

11. 

— Vitamin A 26 ff. 

Maniokwurzel, Vitamin E-Bedarf 154. 
Marmite, fettlôsliches Waehstumsvitamin 

157. 

— Flavingehalt 211. 

— Testfütterung 24. 

— Vitamin Bi-Gohalt 188. 

— Vitamin Bj-Werte 183. 

— Vitamin B5 243. 

Meerschweinchen, Blauwerte^ 60. 

— Haferkost 12. 

— Vitamin A-arme Diàt für — 39. 

— Vitamin A -Man gel 28. 

— Vitamin A-Test und — 34. 

— Vitamin 0-Auswertung 250, 251. 
Meerschweinchenhaltimg 8. 

Mehl, Analyse!! 18. 

Menschenharn, Flavingehalt 211. 
Merkurisiilfatfallimg, Vitamin B 4 — 239. 
Metaphysenspaltmessung 110. 

Milch, fettlôsliches Waehstumsvitamin 
156. 

— Flavingehalt 211. 

— Hexuronsâurewert 275. 

— Nfihrwert 20. 

- Vitamin A-Gehalt 65. 

— Vitamin Bg-Kompk'x in — 234. 

— Vitamin B 3 235. 

— Vitamin D-Gehalt 141. 

— Vitamin H 246. 

Milchsâurebakterien, Flavingehalt 210. 
Milz, Flavingehalt 211. 

— Vitamin Bg-Komplex in — 233. 

— Vitamin E-Gehalt 150. 
Mineralmangel, Krankheitsorscheinungtm 

11. 

Mineralstoffwechsel, Vitamin D-Mangel 
und — 75. 

Môhren, Vitamin C 278. 
Monoacetonascorbinsâure, Darstellung 

281. 

Morgan-Line -Test 1 04 . 

Muskel, fettlôsliches Waehstumsvitamin 
156. 

— Vitamin Bg-Gehalt 212. 

— Vitamin Bg 235. 

• — Vitamin E-Speicherung 151. 
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N 

Nachtblindheit s. Hemeralopie. 
Nahrungsmittel, Analysen 18. 

— Vitamin-C-haltige Lôsungen 271. 
Nahrungsinsuffizienz 1 1 ff . 

Nebenniere, Flavingehalt 211. 

— Skorbuttest 269. 

Nebemiierenrinde, Hoxuronsâurowert 275 
Nervenstôrungen, Vitamin A-Mangel und 
— 26. 

Nichtrachitogene Vitamin D-freie-Kost 
92 ff. 

Niere, Flavingehalt 211. 

— Vitamin A-Oehalt 59, 65. 

— Vitamin B.,- Gobait 212. 

— Vitamin B^-Komplex in — 233. 

— Vitamin D-Hypervitaminose iind — 
80. 

— Vitamin H 246. 

Noritadsorption, Vitamin B^ 239. 
Noritoxtrakt, Vitamin B^ 243. 

Nüss(', Vitamin Bj-G('halt 188. 

0 

Ôl(', Nàhrwert 22. 

— Vitamin E- Gobait 150. 

Oostrus, Vitamin E-Tost und — 148ff. 
— • Vitamin A 49 ff. 

Olcott-Matill-Tost, Vitamin E 149. 
01iv('nol, Vitamin D*Gobalt 141. 
Orangon, Vitamin B^-Cbdialt 188. 
Orangensaft, Hoxuronsâurowert 275. 
Orangensohak'nôl, Vitamin A -Gobait 65 
Orr-Roa(b‘r-ToHt, Vitamin B^ 185 
Oryzanin 2. 

Osborno-Mondol- Salzmischung 22. 
Ostoolin, Faozos-pjj-T(\st und — 119. 
Ostoomalazû', Vitamin D-Mangc'l und — 
75. 

Ostomalt, Hoxuronsâurowert 275. 
Ovarium, Flavingehalt 211. 

Ovoflavin 213. 

— Darstellung 218. 

P 

Pampolrnusonsaft, Vitamin t! 278. 
Pankroas, Vitamin E- Gobait 150. 
Paprikaschot on, Vitamin 0 279. 
Passmore-Test, Vitamin B^ 185. 

Pellagra 220ff. 

— oxporimontello 220, 222. 

— Symptôme 220ff. 

— Vitamin B 2 und — 200ff. 
Pollagraschutzstoff 2. 

Poriiiziosa, extrinsic factor und — 229. 
Pemiziosa, Symptôme 229. 

Pfirsich, Hexuronsâurewort 275. 

— Vitamin C 278. 

Vitamin C-Gewinnung 272. 


Pflanzen, Faktor Y 244. 

Pflanzoïi, Vitaminbildung 1. 

Phosphate, Vitamin D-armo Ko.st u. — 
93. 

Phospbormangol, S^miptomo 11. 
Phosphorstoffwocbsel, Vitamin D-Mangel 
j U. — 75. 

j Phytinpbospbor, racbitogono Kost u. — 

I ‘88. 

PigmontbaiLshalt, Vitamin A-Mangol u. 
i — 26. 

Pipotb’nfiittorung 24, 85. 

I Pla.sma. Vitamin C 276. 

I Plazonta, Flavingehalt 211. 

I — Vitamin E-Goshalt 150. 

Plinirnors Test, Vitamin B^ 183. 
Polynouritis, Kiickon- 161. 

— liatton- 162. 

— Symptôme 162, 163. 

— columl)arum 160ff. 

I Poulsson-Einlu'it, Vitamin J)- 140. 
i Prel3hi4o, Vitamin B^-Gohalt 188. 

B2-Gohalt 212. 

— — Bg-Komplex in — 234. 
Prophylaxomid hodon 1 30 ff. 

! Pro])hylaxo-MinimaldosiKt(‘st, Vitamin (/- 
I 255, 256. 

I Prophylax('rontgonm(‘thod(‘ Holt z-I..a - 
I (|U(>r-Kreitmair-Moll- 124. 

1 — Vitamin D-Tost 121 ff. 
Prophylaxorontgent(‘st, Seheunort- 
Sohioblioh 125. 

, Tab(‘ll(m 126ff. 

; Prophylax(‘taubont(‘st, Vitamin Bj- 173. 
! Prophylaxetost, Vitamin A- 49. 

; Bi- 177, 178. 

; Prophylaxoto8tmethod(‘, A'itamin D- 
' 82 ff. 

! Prophylaxoti‘Ht ShfTman-LM ]Vh‘r-('amp- 
I boll, Vitamin G 257. 

: Prophylaxewachstumstest , N'itamin 
207 ff. 

Provitarnin A, C'homie 65 ff. 

— D, Chomie 142. 

— — ErgostcTin u. — 139. 
Provitaminvorkornmon 142. 
Pylorospasmus, Vitamin B,-Konzi‘utral 

: ‘ u. — 161. 

Pyrogalloltost, Vitamin A- 53. 

R 

i Rachitis, exporimontolk» — 76, 77. 

, — leg-weakne.ss-Ko.st 139. 

; — Knochenaschetost 130ff. 

— Knochenvorand(*rungen 73 ff. 

, — Kückonvorsuche 138. 

J — Vitamin D-arme Diât u. — 87 ff. 

I — — Vitamin D-Heildosis 141. 

— — Vitamin D-Manged u. — 71ff. 
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KachitiâbÜder , Rôntgenprophy laxet est 
122ff. 

B€Mîhitiserzeugimg, Line-Test 95 ff. 

— Ratten nnd 83. 

— Rattenauswahl 84. 

— Strahlentherapie und — 87. 
Rachitisheilimgsgrade, Auswertung 

lllff., 115. 

Rachitiskostform, McCollum- 89. 
Rachitiskurativmethoden 1 1 6 ff . 
Rachitisratten , Fazes-pg-Test 119ff. 
Rachitisrontgenbilder, Auswertung lllff. 
Rachitistest, Einteilung der Tiere 84. 
Rachitistiere, Rôntgenbild 129. 
Rachitiswachstumstest, Gewichtskurven 
118. 

— Tabellen 126ff. 

Rachitogen Kost 85. 

Rachitogene Kostformen 90, 91. 

Chemie 91, 92. 

Ratten, Hypervitaminose A 29. 

— Kostform 12ff. 

— Test- 4. 

— Vitamin A-Mangel 27 ff. 

— — A-Mangeldiàt u. — 35ff. 

— — Bj-Mangelkrankheit 161 ff. 

B4-Auswertung 237 ff. 

E-Bedarf 153. 

Rattenberiberi, Stadieii 162, 163. 
Rattenemâhrung, Fettmangel und — 11. 
Rattenfaktor, Vitamin B 4 236. 
Rattenfaktor R 245. 

Rattenfaktor Y 244. 

Rattenfütterung, Vitamin A-Test und — 
31, 32. 

Rattenhaltung, Vitamin A -Test imd — 

31. 

— Vitamin B^-Test und — 165. | 

Rattenkostform, Vitamin B^-frcie 

— Vitamin B^-Test 167. 
Rattenkrankheiten, scaily tail 11. 
Rattenkurativtest, Vitamin B^- 173 
Rattenleber, Flavingehalt 211. 
Rattenpellagra, experimentelle 220. 
Rattenpolyneuritis 162. 

Rattenrachitis, experimentelle 76. 
Rattenrôntgenmethode, Technik 109ff. 
Rattenskorbut 250. 

Rattensprue, experimentelle 230 ff. 
Rattentest, Refektion und — 165. 

— Vitamin A 30 ff. j 

Rattenversuch, Vitamin B^- Auswertung I 

und — 201, 203. î 

Rattenwachstumstest, Reisvogeltest und | 
— 176. I 

— Vitamin B^- 176ff. ! 

— Vitamin Bg-Extrakte und — 216. 
Rattenzucht, Vitamin D-Test 83 ff. 
Refektion, Vitamin Bj-Test und — 165. 


170. 


174. 


Refektion, Vitaminsynthese und — 186. 
Reis, rachitogene Kost imd — 88. 
Reiskeime, Vitamin Bj-Gehalt 188. 
Reiskost, Tauben- 12. 

Reisschalen, Vitamin Bj-Gehalt 188. 
Reisschalenfullererdeadsorbat, Vitamin 
' B 1- Standard und — 186. 
Reisvitamin, chemische Natur 197. 
Reisvogeltest, Vitamin B^- 175. 
Resistenztest, Vitamin A- 40, 52. 
Resistenzverminderung, Vitamin A- 
Mangel und — 27. 

— Vitamin D-Mangel und — 75. 

I Resistenz, Vitamin Bj und — 161. 
j Rettich, Hexuronsâurewert 275. 
Rhabarber, Hexuronsâurewert 275. 
Rinderleber, Flavingehalt 211. 

I Rindfleisch, fettlôsliches Wachstums- 
I vitamin 157. 

; — Vitamin Bj-Gehalt 188. 

; Rindsleber, Vitamin Bj-Gehalt 188. 
i Rindsmuskel, Vitamin E-Gehalt 150. 
j Rippenknochenknorpelgrenze, Skorbut- 
I test 269. 

; Rôntgenaufnahme, Technik 109ff. 
Rôntgenheiltost, BourdiJlon-Bruce- 
Webster 111. 

I — E verso -Niekerk 114. 

I — Poulsson-Lôvenskjold 114. 

; Rôntgenkurativmethode, Vitamin D- 
107ff. 

Rôntgenmethode, Holtz-Laquer-Kreit- 
mair-Moll- 124. 

Rôntgenprophylaxemethode, Vitamin D- 
Test 121 ff. 

j Rontgenprophylaxetest, Tabellen 126ff. 
Rôntgentestmethode 82 ff. 

Roggen, Vitamin B^-Gehalt 183, 188. 

— Vitamin B3 235. 

Rohextraktdarstellung, Tiorversuch 196. 
Roux-Sarkom, Flavingehalt 211. 

Rüben, Vitamin Bi-Gehalt 188. 

— Vitamin C 278. 


Salat, fettlôsliches Wachsturnsvitamin 
156. 

— Vitamin A-Gehalt 65. 

— Vitamin Bj-Gohalt 188. 

— Vitamin Bg-Gehalt 208. 

— Vitamin Bg-Gehalt 224. 

— Vitamin C 278. 

Salzmischung, McCollum-Sirnmonds 23. 

— Osbome-Mendel 22. 

— Steenbock 23. 

— Vitamin B^-Test 169, 170. 
Salzxerophthalmie, Vitamin A-Mangel 

und — 28. 

Sarkom, Flavingehalt 211. 
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Scaily tail, Nahrungsinsuffizienz 11. 
Schleimhauterkrankungen, Vitamin A- 
Mangel und — 26. 

Schneidezahntest Westin 265, 266. 
Schneidezahnwurzeltest, Vitamin C 
258 ff. 

Schwangerschaft, Vitamin E-Mangel und 
— 147. 

Schweinefett, Vitamin E-Gehalt 150. 
Seborrhoe, Vitamin und — 3. 

Sesamôl, Vitamin D-Gehalt 141. 

Sérum, Vitamin A-Gehalt 60. 

Sexual- s. Génital. 

Sherman-Diât 13. 

— Vitamin A-Test und — 32. 

— Vitamin D-Test 85. 

Skelett, Vitamin D-Mangcl und — Tiff. 
Skelettmuskel, Vitamin Bg- Gobait 212. 
Skorbut, Affen- 250. 

— expérimente! 1er 247 ff. 

— Kücken- 250. 

— Ratten- 250. 

— Symptomatologie 246 ff. 

— Vitamin C und — 246 ff. 

Skorbutkos tf or m 251. 

Skorbuttest, Knochen- 269. 

— Nebennieren und — 269. 

— Zahnwachstuin 270. 

Key-Elphick 261 ff. 

Sojabohne, Analysen 17ff. 

— Vitamin B i- Gobait 188. 

Sojaôl, Vitamin D-Gebalt 141. 

Spargel, Vitamin Bi-Gebalt 188. 
Spasmophilie, Vitamin D-Mangel und — 

75. 

Spektroskopic, Vitamin A- 61 ff. 

— Vitamin D- 140. 

Spinat, fettloslicbes Wacbstumsvitamin 
156. 

— Flavingcbalt 211. 

— Vitamin A-Gebalt 65. 

— Vitamin B Gobait 188. 

— Vitamin B g- Gobait 208. 

— Vitamin Bg-Komplex in — 234. 

— Vitamin C 278. 

Spratt-Hundokucben, Analyse 16. 

Sprue, experi mon telle 230 ff. 

— extrinsic factor und — 229. 

— Symptôme 229. 

Spriiyttest, Vitamin B^- 186. 
Stârkearten, Analysen 18. 
Standardisierung, Test- 4. 
Standardprâparate, Accessory Food 

Factor Committee 83. 
Stoenbock-Black-Diât, rachitogene 90. 
Steenbock-Diàt 13. 

— Vitamin D-Test 85. 
Steenbock-Einbeit 140. 
Steenbock-Salzmiscbung 23. 


Steinbutt, Blauwerte 60. 

Steinbuttleber, Vitamin A-Gebalt 59. 
Stock-Diâten 12ff. 

Stoffwechselkâfige 10. 
StoffwechselstOrungen, Vitamin D- 
Mangel und — 75. 

Stoffwecbselversucbe, Tierbaltung imd — 
9, 10. 

Strablenenergie, Vitaminbildung und — 1 
Streptotbrix Oorallinus, Vitamin Bj-Test 
und — 185. 

Suprasterin 142. 

Suro-Test, Vitamin Bj- 185. 

T 

Tacbysterin 142. 

Tannenbonig, Flavingebalt 211. 

Tauben, Reiskost 12. 

— Vitamin Bj-Bedarf 187. 
Taubenberiberi 1 58 f f . 

Taubenfaktor, Vitamin B 3 234 ff. 

— Vitamin B5 242. 

Taubeiibaltung, Vitamin Bj-Tc'st und — 
164ff. 

Taubenkurativtc^st, Vitamin B^- 171ff. 
Taubenpfkîgo 9. 

Taubenpropbylaxetest, Vitamin Bj 173. 
Taubent(^st, Vitamin Bj-I^niparate und 
— 199. 

Taiibenwac^bstumstest, Vitamin Bj- 
179ff. 

Temperaturtest, Vitamin Bj 184. 

T(îst, Bewertung 3ff. 

— Standard iHi( ‘ri ing 4. 

Testmetboden Iff. 

— F(4il(îrgroiize 4. 

-- Vitamin A- 30 ff. 

T(‘tanie Vitamin D-Mangel iinrl — 75. 
Tbunfiscbol, Vitamin D-Gewinnung 144. 
Tbymiis, Vitamin B2-Komplex in — 
233. 

T i(;ra Itersbi *st immung 7 . 

Tiorberi!)ori, oxiierimen telle 164. 
Tifîrfutter 17. 

Tierfütterung, Vitamin B ^ -Test uml — 
166 ff. 

Tierbaltung 4ff. 

— Spontanerkrankung und — 10. 

— Test- 83. 

— Vitamin B^-Test und — 164ff. 

T ier mark ier U ng 25. 

Tierpflege 7ff. 

Tierstalle, Hygiene 1 1 . 

Tierversucb, Farbreaktion und — 61. 

— Kostformen 1 1 . 

Tierwaagen 25. 

Tikitiki, Vitamin Bj-Gehalt 188. 
Tikitikiextrakt, Testfütterung 23. 
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Tikitiki- Wells Darstellung 196. 

Tomaten, Vitamin Bi-Gehalt 188. 

— Vitamin C 278. 

— Vitamin D-Gehalt 141. 
Tomatenmark, Flavingehalt 211. 
Tomatensaft, Hexuronsâurewert 275. 

— Vitamin B^-Gehalt 188. 

— Vitamin B^-Komplex in — 234. 
Torulin 2. 

Toxisterin 142. 

Traubensaft, Flavingehalt 211. 
Trockenhefe, fettlôsliches Wachstums- 
vitamin 157. 

— Testfütterimg 23. 

— Vitamin B^-Gehalt 188. 

— Vitamin B Standard 178. 

— Vitamin Bj-Werte 183. 

Trockenleber, Vitamin Bg-Kornplex in — 

234. 

Trockenmilch, Analyson 21. 

— Vitamin A-Gehalt 65. 

— Vitamin Bo-Komplex in — 234. 

V 

Ultraviolettstrahleii, Adoninsulfat nnd — 

197. 

— antirachitisehe Wirkung 142. 

— Wirkung 142. 

Vltraviolottbestrahlung, Vitamin D und 

— 141. 

X"rin s. Harn. 

V-S-Pharmakox3Ôe-Diat, Vitamin A-Test 
und — 32. 

V 

Vegex, Testfütterimg 24. 

Vcrseifung, Vitamin D-Gewinnung und 

— 143. 

V ersuchskaf ige 5 f f . 

Versuchsratten, Ernahrung 12. 
Versuchstierauawahl, Vitamin A-T(‘st 30. 
Versuchstiere, Spontam^rkrankimgen 10. 
Versuchstierfütterung, Rachitist'rzeugung 
und — 84. 

Versuchstierhaltung, Vitamin Bj-T(\st 
und — 164ff. 

— Vitamin D-Test und — 83. 

— Vitamin E-Ausw(îrtung und — 147. 
Vigantol, Testfüttorung 24. 

— Vitamin D-G(dialt 141. 

Vitox, Flavingehalt 211. 

Vitamin A 2. 

— A-Blauwerte 60. 

— A-Chernie 65 ff. 

— A-Eigenschafton 66, 67. 

— A-Kolpokeratosetest 40. 

— A-Kurativ-Testmethoden 46 ff. 

— A-Spektrokopie 61 ff. 

— A-Sprue und — 232. 


Vitamin A-Testmethoden 30 ff. 

— A, toxische Grenzdosis 30. 

— — Verteilung in Organen 65. 

— A-Auswert\mg, Antimontrichlorid- 
reaktion 57, 58. 

— — — Bleyer-Schlemmer-Müller-Par- 
chem -Méthode 56. 

— — — Carr - Price -Reakti on 53. 

— — — chemische Methoden 53 ff. 

— — __ Kolpokeratosetest 49 ff. 

— — — Lovibondeinheiten 58. 

— — — Pyrogalloltest- 53. 

— — Re.sistenztest 52. 

— A-Bedarf 64. 

— A-Bestimmung, Blut- 59. 

— — — Fehlerquellen der chemischen 

— 60 ff. 

■ — — — Organ- 59 ff. 

— — — Sérum- 60. 

— — A-Bildung, Carotinase und — 65ff. 

— A-Do.sis 30. 

— A-Einh('it, Bestimmung 42 ff. 

— A-freie Kostformen 37 ff. 

— A-Gehalt, Testmethoden 39 ff. 

— A-Konzentrate, Darstellung 67 ff. 

— A-Mangel, black-tongue und — 29. 

. — — Carotin und — 2.9. 

— — — Eingeweidegicht xind — 27. 

— — — Epithelverand(>rung und — 27. 

— — — G(‘nitalleiden und — 26. 

— — — HerrK'ralopie und — 26, 28. 

— - — Hühmu’- 28. 

— — — Keratomalacio und — 27. 

— — — Kératose und — 27. 

— — — Meerschweinchen und — 28. 

— — — Nervensymi)tome 26. 

— — — Pigmenthaushalt und — 26. 

— — — Ratten 27 ff. 

— — — Resistenzverrninderung und — 
27. 

— — — Salzxerophthalmie mid — 28. 

— — — Wachstumsstillstand 27. 

— — — Xerophthalmie und — 26 ff. 

— — — Xeroplithalmievorstadium und 

— 28. 

— A-Mang(‘ldiat 34ff. 

— — — Ratten 35 ff. 

— A-Mangelkrankhcit, Symptôme 26 ff. 

— A-Speicherimg 64. 

— A- Standard 63 ff. 

— A- Synthèse, Carotin und — 64. 

— A-Test, Auswertimg 45 ff. 

— — — Casein und — 35. 

— — — Einheit 42, 

— — — Fehlergrenzeii 46. 

— — — Gewichtskurven und — 43 ff. 

— — — Hühnchenfütterung imd — 34. 

— — Kurativwachstumstest 40ff. 

— — — Laquer-Diat 32. 
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Vitamin A-Mangel, Meerschweinchen und 

— 34. 

— — — Muttertierhaltung 32. 

— — — Prophylaxetest 49. 

— — — Resis tenz test 40. 

— — — Tabellen 45. 

— — — Wachstumstest 39. 

— — Xerophthalmieheiltest 49. 

— A-Vorkommen 64 ff. 

— B-Konzentrat, Füttorungs- jj,93. 

— 2, 158ff. 

— — Beriberiqiiotient 187. 

— — Bildung 186. 

— — chemische Natur 197. 

— — Darstelhmg 189 ff. 

— — Eigenschaften 199. 

Einheit 177. | 

• — — experimentollo Béribéri bei Hulin ; 

imd — 161. I 

— — Getreideauswertung 183. | 

— — Herztest 183, 184. ! 

— — International Standard 178. 

— — maintenanc(^-Test 179ff. ; 

— — Prophylaxetest 177, 178. 

— — Reindarstellimg 197. : 

— — Reinigungsrnethod(‘n 189ff. 

— Taub(>nwaclisturnst(\st 179ff. 

— — Tempi'raturtest 184. 

— — Testinethoden 164. 

— — Vorkomrnen 188. 

— — Weizenausw('rtung 183. 

— B|-arme Diat, Mause und — 170. 

— — — — Ratten 167. 

— Bi-Bedarf 187, 188. 

— B j-Darstellung, Kinnersley-O'Biien- 
R(‘ader -Méthode 198. 

— — — Kinn(M’sley-P(‘t('rs- 192. 

-- Bj-Extrakt, Eaktor Y 244. 

— Bi-freie Diat, Rattenv(‘rsueh u. - 1 70. 

— Bj-Konzentrat, Fnllererdc^adsorption 
und — 196. 

- — — — Ouha-Dmrnmond- 194. 

— — — Jansseii-Donath- 190. 

— Levene- 190. 

— — — Osborne-Waki'inan- 189. 

— — Salrnon-Guerrant-Hays- 191. 
Seidell- 189. 

— — — Tikitiki-Wel].s und — 196. 

. — — Weizeru'xtrakt und — 197. 

— Bj-Mangel, Beribcu-i 158ff. 

— — — Symptôme 158ff. 

— Bi-Mangelkrankheit, experirnentelle 
158ff. 

— B j-Praparate, Taubentest und — 199. 

- — Bj-Standard, Bestimmung 186. 

— B 1- Synthèse 186. ! 

— Bj-Test, Kostformen 166ff. 

— — — Kurativratten- 173. 

— — — Kurativtaubentest 171ff. 


VitaminBj-Test, Orr-Reader- 185. 

— — — Passmore 185. 

— — — Prophylaxe 173. 

— — — Rattenwachstumstest 176. 

— — — Reisvogeltest 175. 

— — — Spruyt- 186. 

— — — Sure-Methode 185. 

— — — Taubenprophylaxetest 173. 

— Bi-B.,-Trennung 214ff. 

~ B.^ 1, 2, 200ff. 

— — chemische Natur 212ff. 

— — Eigenschaften 218. 

— — Flavindaivstellung 210. 

— — Komploxo Natur 200. 

Vorkomrnen 206, 212. 

— B.2-Auswertung 201 ff. 

— — — Kurativwaehsturnstest 204 ff. 

— B^-Bedarf 212. 

— Ba-Daratellung, Adsorptionsverfahreii 

2r7. 

— — — Fallungsverfahrt'n 216. 

— — — L('b('rkochsaft und — 216. 

— B.2-Extrakte 216. 

Bg'freie Kostformen 201 ff. 

— B.2-Kompl(‘x, Vorkommcm 233. 

— B.2-Konz('ntrat, Darstellung nacîh Boo- 
Ikt 217. 

— B.^-Mangel 200. 

- B.2-T(‘Kt, Proj)hylaxewachstiimst(\st 
207 ff. 

- B., 3, 234 ff. 

— — biologische Auswertung 235. 

- Eigenscliafb'ii 235. 

- Vorkomrnen 235. 

- B.,-Mangel 234. 

- — l)if)logise}i(‘ Ausw('rtung 237ft. 

— — Darst(*llung 239. 

- — Eigensehafbm 241, 242. 

-- --- Merkurisulfatfallung 239. 

... Norit-Adsorption 239. 

- — Ratb'ufaktor 236. 

— — T(*stm(‘thoden 238. 

— — Vorkomrnen 239. 

- B4-I)iat 237. 

- B4-Konzentrat, Darst(‘llung 193, 194. 

- B4-Kri8tallisat, Adcaiin und — 242. 

— — Darstellung 240. 

— B4-Mangel, Rattcai 236. 

— SymptoiTH' 236. 

- Bg 3, 242ff. 

— — biologi.sche Ausw(‘rtung 243. 

~ — Darstellung 243. 

— — VorkomiïKjn 243. 

— Bg-Mangel, Symptôme 242. 

- Bo 219ff. 

— Bg, cxtrinsic factor 229 ff. 

Natur des — 228 ff. 

— — Vorkomrnen 224 ff. 
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Vitamin Bg-Test 222 ff. 

— Dermatitisheilung 223. 

— Kostmischimg 222. 

— C 3, 246ff. 

— — Aniiskorbuttestwerte 259. 

— — Ascorbinsâureauswertung 268. 
Bedarf 278. 

— — Bestimmung in Blut 276. 

Bildung 277. 

— — biologische Auswertung 250 ff. 

— — chemische Natnr 279. 

— — chemischer Nachweis 270. 

— — Eigenschaften 284. 

■ — — Hexuronsâurewerte 274 ff. 

— — Hormone imd — 1. 

— — Prophylaxeminimaldosistest 265. 

— — Prophylaxetest Sherman-La Mer- 
Campell 257. 

— — Schneidezahnwurzeltest 258 ff. 

— — Speicherimg 277. 

— — Standard 256. 

— — Vorkommen 278. 

— — Zitronensaftauswertimg 268. 

— C-Bestimmung, chemische Methoden 
276. 

— — — 2,6-Dichlorphenol-Indophenol- 
methodo 270. 

— C-Darstellung, Hagebutten- 282. 

— C-freio Kostformen 252, 253. 

— C- Gewinnung,Hexuronsàure- Stanard- 
disierung und — 274. 

— — — Methoden 272 ff. 

— C-haltige Lôsung, Gewinnung 271. 

— C-Konzentrate, Darstellung 279. 

— C-Rein, Darstellung 280ff. 

— C-Mangel 246 ff. 

— — — Symptomatologie 246 ff. 

— C-Reaktionen 269 ff. 

— C- Standard 277. 

— C- Synthèse 282 ff. 

— C-Test, Kapillarwandschâdigung 
270. 

— — — Knochen- 269. 

— — — Kurativwachstumstest 266 ff. 

— — — Nebenniere 269. 

— — — Schneidezahntest 263 ff. 

— — — Westin- Schneidezahntest 265, 
266. 

— — — Zahnwachstum 270. 

— C-Testmethoden 255 ff. 

— Gg 285. 

— D 2, 71ff. 

— — Anreicherungsmethoden 143. 

— — Antirachitisgrenzwert 109. 

— — Bildimg bei Dunkelkeimung 143. 

— — Chemie 142. 

— — Coward-Einheit 140. 

— — Eigenschaften 143. 

— — Faces -pji -Test 119. 


Vitamin D, Giftgrenzdosis 80. 

Photochemie 142. 

— — Poulsson-Einheit 140. 

— — Spektroskopie 140. 

— — Steenbock-Einheit 140. 

— — Stoffwechselwirkung 138. 

Vitamin D, toxische Dosis 77. 

Wachstumstest 116ff. 

— D-arme Diâten 87 ff. 

— Kostmischungen, nicht rachi- 

togene 92 ff. 

— D -Auswertung, biologische Methoden 
82 ff. 

— D-Bedarf 141. 

— D -Rein -Darstellung 145. 

— D-Mangel, Ostéomalacie und — 75. 
Phosphorstoffwechsel und — 

75. 

— — — Resistenzverminderung und 
— 75. 

— — — Spasmophilie und — 75. 

— — — Stoffwechselstôrungen und — 
75. 

— — — Symptôme 71ff. 

— — — Wachstumsstillstand und — 75. 

— D-Prâparate, toxische Wertbestim- 
mung 77 ff. 

— D-Prophylaxemethoden, chemische 
130ff. 

— D-Speicherung 141. 

— D-Standard 140. 

— D-Test, gi-aphische Darstellung 99 ff. 

— — — Hühnchenversuch 138. 

— — — Knochenaschetest 130ff. 

— — — Knoehenkalktest 135ff. 

— — — Kurativrontgenmethode 107 ff. 

— . — — Line-Test 83. 

— — — Prophylaxerontgen- 124ff. 

— — — Rachitügene Kost 85. 

— — ^ — RontgenprophylaxerïK'thode 

121ff. 

— — — Versuchstierfüttc'rimg 84. 

— D -Vorkommen 141. 

— D-Wirkung, Berechnung des Wir- 
kungswertes 99 ff. 

— Dg 142. 

- E 2. 

— — biologische Auswertung 147. 

— — Eigenschaften 151. 

— — galaktogener Faktor 1 47 

— — komplexo Natur 154. 

— — Speicherung 151. 

— — Vorkommen 145, 150. 

— E-Bedarf 153ff. 

— E-freie Diàt 148, 149. 

— E-Konzentrate, Darstellung 151ff. 

— E-Mangel, Schwangerschaft und — 
146. 

— — — Sexualorgane imd — 146. 
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Vitamin E-Mangel, Symptôme 146. 

— E-Test, Methoden 149 ff. 

— — — ôstms imd — 149 ff. 

— Olcott-Matill 149. 

— F, Natur des — 244. 

— H 3, 246. 

— — Diphtherieerkrankung und — 24 

— H-Mangel, Symptôme 246. 
Vitaminbogriff Iff. 

Vitaminbildung 1. 

— Fermente und — 1. 

— Katalysatoren und — 1. 

— strahlende Energie und — 1. 
Vitamine, Aufbau 1. 

— Fettlôslichkeit 2, 26 ff. 

— Hautfaktor 3. 

— Klassifizierung Iff. 

— Wasserlôslichkeit 2, 26 ff. 
Vitamineinheiten, internationale 140. 
Vitaminkonferenz, Standardfestlegung 

63. 

— London, Vitamin C- Standard 277. 
Vitaminkostformen 23 ff. 

Vitamin testmethoden, kurative 82. 

— prophylaktische 82. 

Vitasterine 2. 

Vitazym 1 

Vôgel, Vitamin Bj-Bedarf 187. 

Vogan, Letaldosis 30. 

— Ratteneinheit 43. 

— Testfütterung 23. 

— Vitamin A-Einheit und — 43. 
Vogelberiberi 161. 

Vogt-Môller-Diat 16. 

Vollkornbrot, Vitamin Bj-Gehalt 188. 
Vollkornmehl, Vitamin B^-Gehalt 188. 
Vollrnilch, FJavingehalt 211. 
Vollmilchtrockenpulver, Vitamin A-Ge- 

halt 65. 

— Vitamin Bg-Komplex in — 234. 

W 

Wachstumsfaktor 2. 

^ — unbekannter 288. 
Waohstumskurativtest, Vitamin Bg 204 ff. 

— Vitamin C 266 ff. 
Wachstimisprophylaxetest, Vitamin B2- 

Test 207 ff. 

Wachstumsstillstand, Vitamin A*Mangel 
und — 27. 

— Vitamin D-Mangel und — 75. 
Wachstumstest, Tabc'lhm 126ff. 

— Vitamin A- 39. 

— Vitamin B 4- 238. 

— Vitamin D- 116ff. 

Wachstums vitamin 2. 

— alkalistabiles 3. 

— fettlôsliches 154ff. 

Wàgen der Tiere 25. 


Wasserkresse, Vitamin Ba-Komplex in — 
234. 

wasserlôsliche Vitamine 158 ff. 
Wasserlôslichkeit, Vitamine 2, 26 ff. 
i Weintrauben, Hexuronsàurewert 275. 

1 Weifikohl, Vitamin Bg-Gehalt 224. 

I — Vitamin Bg-Komplex in — 234. 
j WeiOwoin, Flavingehalt 211. 
j Woizen, Analyse 18. 

: — rachitogene Kost und — 88. 

' — Vitamin Bj-Gehalt 188. 

; — Vitamin Bi-Werto 183. 

I — Vitamin IL-Komplex in — 234. 

— Vitamin B3 235. 

— Vitamin Bg 243. 

i WeizenextraktBourquin,Darstellimg 197. 

; Weizenkeime, fettlôsliches Wachstums- 
; vitamin 156. 

— Vitamin Bj-Gehalt 188. 

; — Vitamin B Standard 178. 

! — Vitamin Bjj-Komplex in — 234. 

I — Vitamin E-Gehalt 150. 
i Weizenkeimôl, fettlôsliches Wachstums- 
’ vitamin 157. 

I — Fütterung 24. 

: — Vitamin E-Gehalt 150. 

; — Vitamin E-Konzentrat 151ff. 
Weizenkleie, Flavingehalt 211. 

— Vitamin Bj-Gehalt 188. 

— Vitamin B^ 235. 

Weizenmehl, Vitamin B^-Gelialt 183. 
Westin-Schneidezahntest 265, 266. 

X 

Xanthophyll Blauwerte 60. 

— Vitamin E- 151. 

Xerophthalmie, Vitamin A-Heiliingstest 
und — 39. 

— Vitamin A-Mangel und — 26 ff. 
Xerophthalmieheiltest, Vitamin A- 49. 
Xerophthalmievorstadium 28. 

Z 

Zahnhistologie, Skorbuttest und — 261. 
Zahntestmethode Key-Elphick 261, 262. 
Zahnveranderungen, skorbu tische 260, 26 1 . 

— Vitamin C und — 248. 
Zahnwachstum, Skorbuttest 270. 
Ziegenmilch, Vitamin Bj-Gehalt 188. 

— Vitamin Bg-Komplex in — 234. 
Zitronensaft, Hc^xuronsaurewen’t 275. 

— Vitamin C 278. 

Zitronensaftauswertimg, Vitamin C- 268. 
Zuchtdiâten, Mause- 16. 

! — Ratten- 13. 
j Zuchtkàfige 5ff. 

j Zuchttierhaltung, Vitamin D-Test 85 ff. 
j Zuckerrübenblatter, Vitamin G 278. 
Zwiebel, Vitamin B g- Gobait 208. 

I — Vitamin B^j-Gehalt 224. 
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Mit 2 Tafeln und 851 Abbildungen. M.59 40, in Halbfranz gebunden M. 67.50 

Band II: Spezieller Teil 

Dritte, vôllig umgearbeitete und erweiterte Auflage. 1925. Gr.-8®. XXVII, 1431 Seiten 

Mit 53 Abbildungen, 2 Tafeln und 1 Kurve. M. 67.50, in Halbfranz gebunden M. 75.60 

Band III: Spezieller Teil 

Dritte, vôllig umgearbeitete und erweiterte Auflage. 1930. Gr.-8®. XXXVIII, 1451 Seiten 
Mit 41 Abbildungen. M. 149.40, in Halbfranz gebunden M. 158.40 

Band IV: Spezieller Teil 

Zweite, vblüg umgearbeitete und erweiterte Auflage. 1924. Gr.-8®. XXVIII, 1046 Seiten 
Mit 26 Abbildungen. In Halbleinen gebunden M. 43.20, in Halbfranz gebunden M. 45.90 


Lehrbudi der organisdien Chemie 

Von Dr. Paul Karrer 
Professor an der Universitât Zürich 
Dritte, umgearbeitete und vermehrte Auflage 
1933. Gr.*8®. XXIII, 922 Seiten. Mit 8 Abbildungen im Text und auf 2 Tafeln 
M. 34. “, in Ganzleinen gebunden M, 36 — 


GEORG THIEME / VERLAG / LEIPZIG 


Buchdruckerei Richard Hahn (H. Otto) in Leipzig 









